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RESUMEN 
 
En el presente estudio se evaluaron dos promotores previamente descritos como 
de expresión tejido especifica en raíz, el promotor del gen, At1g73160 de 
Arabidopsis thaliana y el promotor del gen C54 (glutamic acid rich protein C54), 
de yuca por medio de fusiones transcripcionales a los genes reporteros gus y gfp. 
Se utilizó el promotor constitutivo CaMV35S, como control. El análisis 
comparativo se realizó en plántulas enraizadas in vitro de papa (Solanum 
tuberosum cultivar Desirée) y de tabaco (Nicotiana tabacum), transformadas con 
los constructos respectivos.  
 
Tanto para el promotor At1g73160 como para el promotor C54, se encontraron 
patrones de expresión diferentes a los reportados en sus respectivas especies, 
destacándose una expresión más confinada el meristemo apical de la raíz, con 
ausencia de expresión en el resto del tejido radical. En plantas enraizadas in vitro 
de cuatro semanas, no se presentaron diferencias muy notables en la expresión 
mediada por los dos promotores en tabaco a pesar de tener diferentes tamaños y 
elementos cis reguladores. Finalmente el promotor descrito como constitutivo 
CaMV35S mostró claramente no ser un buen promotor para una expresión en 
raíz en ninguna de las especies evaluadas, al no observarse expresión 
comparando con el resto de órganos. Los promotores evaluados tienen potencial 
para dirigir expresión de transgenes a tejidos del ápice radical, al menos en 
etapas tempranas de desarrollo de este órgano. 
 
Palabras clave: Promotores, fusiones transcripcionales, transcripción elementos 
cis reguladores, genes reporteros, transgénesis vegetal. 
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ABSTRACT 
 
In the present study, we evaluated two promoters previously described as “root-
specific” using transcriptional fusions to gus and egfp reporter genes: the 
Arabidopsis thaliana At1g73160 gene promoter, and the cassava, glutamic acid 
rich protein C54 promoter., Constitutive promoter CaMV35S, was used as a 
control. The comparative analysis of promoter-mediated transcriptional activity 
was carried out on in vitro rooted plantlets of potato (Solanum tuberosum cultivate 
Desirée), and tobacco (Nicotiana tabacum), transformed with both constructs 
respectively. 
 
Both, At1g73160 and C54 promoter activity patterns were different from those 
reported in their respective species, showing a more confined expression to the 
root apex with an absence of expression in the rest of the root tissues. In 4 
weeks-old in tobacco in vitro plantlets, no significant differences were observed in 
the expression patterns mediated by both promoters despite having different sizes 
and cis regulatory elements. Finally the CaMV35S promoter described as 
constitutive, did not present activity in roots in any of the species evaluated, 
compared to the other organs of the plants, suggesting it may not be a good 
promoter to express transgens in root tissues. The promoters evaluated have 
potential for directing transgen expression to apex root tissues, at least in early 
developmental stages of this organ. 
 
Keywords: Promoters, transcriptional fusions, cis regulatory elements, 
transcription,, reporter genes, plant transformation. 
 
Contenido XI 
 
CONTENIDO 
 
           Pág 
 
RESUMEN          IX 
INTRODUCCIÓN         X 
1. MARCO CONCEPTUAL       3 
1.2. La Papa (Solanum tuberosum)      3 
1.3. Solanum tuberosum cultivar. Desirée    4 
1.4. Nicotiana tabacum cultivar Petit Havana    5 
1.5. Generalidades de la Transcripción en eucariotas   7 
1.6. Predicción Bioinformática de Promotores    11 
1.7. Los Cultivos Genéticamente Modificados (CGM)   12 
1.7. Promotores Utilizados en Biotecnología Vegetal   13 
1.8.  Promotor At1g73160 de Arabidopsis thaliana   15 
1.9.  Promotor MeC54 (glutamic acid rich protein c54) de yuca 16 
1.10.  Promotor CaMV35S       18 
2. MATERIALES Y MÉTODOS      20 
2.1. Localización        20 
2.2. Material Vegetal        20 
2.3. Cepas Bacterianas y Plásmidos Utilizados    20 
2.4. Trasformación Vegetal       21 
2.5. Extracción de DNA Vegetal      22 
2.6. Validación de la transformación genética mediante PCR  
(Reacción en Cadena de la Polimerasa)     22 
2.7. Tinción GUS        23 
2.8.  Microscopía de fluorescencia      24 
3.  RESULTADOS        25 
 
 
 
XII EVALUACIÓN DE DIFERENTES SECUENCIAS PROMOTORAS “RAÍZ ESPECÍFICAS” EN PLANTAS 
TRANSFORMADAS DE PAPA Y TABACO MEDIANTE EL USO DE FUSIONES TRANSCRIPCIONALES 
 
3.1. Obtención de Líneas Transgénicas de Papa y Tabaco 
 Portadoras de las Fusiones Transcripcionales con los  
Promotores CaMV35S, At1g73160 y MeC54     25 
3.2. Expresión Tejido Específica Mediada por los Promotores  
At1g73160 y MeC54 en Comparación con CaMV35S.   26 
3.2.1.  Expresión Tejido Específica Mediada por el  
Promotor At1g73160        27 
3.2.2.  Expresión Tejido Específica Mediada por el Promotor 
 MeC54.          30 
3.2.3.  Expresión Constitutiva del Promotor CaMV35S   33 
4. DISCUSIÓN          
           35 
4.1. Ausencia de Expresión en Raíz del Promotor CaMV35S.  37 
4.2. Elementos cis reguladores presentes en los promotores At1g73160  
de Arabidopsis thaliana, y MeC54 (glutamic acid rich protein c54)  
de yuca.          39 
4.3. Perspectivas de validación y evaluación de los  
promotores At1g73160, y MeC54.      46 
5. CONCLUSIONES        48 
6. BIBLIOGRAFÍA        85 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Contenido XIII 
 
LISTA DE FIGURAS 
 
          Pág 
 
Figura 1. Solanum tuberosum cultivar Desirée.    5 
Figura 2. Esquema de los factores de transcripción generales, que  
intervienen en el proceso transcripcional en conjunto con la RNApol II. 8 
Figura 3. Ubicación y área de OGM en el mundo.    12 
Figura 4. Secuencia del promotor At1g73160, insertado en el vector 
 pBI121.          16 
Figura 5. Secuencia del promotor CaMV35S.     17 
Figura 6. Resumen de la amplificación por PCR de las líneas 
Transformadas obtenidas por las fusiones transcripcionales,  
35S::GUS, ATP::GUS y C54::GUS.      18 
Figura 7. Expresión GUS en la epidermis del ápice en raíz de plantas  
transformadas con el promotor At1g73160.     26 
Figura 8. Expresión del gen reportero GUS fusionado al promotor  
At1g73160 de Arabidopsis thaliana, en tabaco y papa   29 
Figura 9. Tejidos que conforman el ápice de la raíz con expresión GUS  
predominante en la epidermis de Nicotiana tabacum, At1g73160,   30 
Línea Transgénica 3 (NAt1-L3). Aumento de 40X (Izq) y 160X (Der). 43 
Figura 10. Expresión del gen reportero GUS fusionado al promotor  
MeC54 de yuca en tabaco.       31 
Figura 11. Expresión del gen reportero GFP fusionado al promotor MeC54  
de yuca en tabaco. Línea NC54-L3 8izquierda) y línea NC54-L4 (derecha),  
Aumento de 400X.         32 
Figura 12. Tejidos que conforman el ápice de la raíz con expresión GUS  
predominante en la epidermis del promotor MeC54 de yuca  
(Manihot esculenta Crantz), en Nicotiana tabacum.    33 
 
Figura 13. Expresión del gen reportero GUS fusionado al promotor 
 constitutivo CaMV35S, en hojas de plantas transgénicas de 
XIV EVALUACIÓN DE DIFERENTES SECUENCIAS PROMOTORAS “RAÍZ ESPECÍFICAS” EN PLANTAS 
TRANSFORMADAS DE PAPA Y TABACO MEDIANTE EL USO DE FUSIONES TRANSCRIPCIONALES 
 
 tabaco y papa.         34 
Figura 14. Expresión del gen reportero GUS fusionado al promotor 
Constitutivo  CaMV35S, en tallos de tabaco y papa.    35 
Figura 15.Corte transversal de hoja en Solanum tuberosum-Desirée,  
CaMV35S, línea transgénica 4 (N35S-L 4) con expresión del  
gen reportero GUS.         36 
Figura 16.Corte transversal de hoja en Solanum tuberosum-Desirée,  
CaMV35S, línea transgénica 4 (N35S-L 4) con expresión del gen  
reportero GUS.         36 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Contenido XV 
 
LISTA DE TABLAS 
 
 
          Pág 
 
 
Tabla 1. Clasificación taxonómica de Solanum tuberosum.   1 
Tabla 2. Factores de transcripción generales involucrados en los  
procesos de transcripción.        9 
Tabla 3. Elementos cis reguladores tejido específico reportados en las  
secuencias de los promotores At1g73160 y MeC54    16 
Tabla 4. Elementos Cis reguladores presentes en la secuencia del 
promotor MeC54, por Zhang et al., 2003.      17 
Tabla 5. Motivos reguladores del promotor CaMV35S.   19 
Tabla 6. Cepas bacterianas de E. coli y A. tumefaciens y plásmidos  
utilizados          21 
Tabla 7. Juegos de primers específicos y tamaños de amplificación 
 esperados para los promotores CaMV35S; At1g73160 y MeC54  
empleados para la confirmación de la correcta transformación genética  
de las líneas transgénicas de tabaco y papa obtenidas.   23 
Tabla 8. Secuencias de los primers y fragmentos esperados, utilizados  
en el presente estudio        23 
Tabla 9. Líneas transgénicas evaluadas positivamente por PCR,  
para cada promotor en N. tabacum cultivar Petit Havana y  
S. tuberosum cultivar Desirée.       27 
Tabla 10. Elementos cis-reguladores presuntivamente en los promotores  
At1g73160 y MeC54.        42 
 
 
 
 
 
 
XVI EVALUACIÓN DE DIFERENTES SECUENCIAS PROMOTORAS “RAÍZ ESPECÍFICAS” EN PLANTAS 
TRANSFORMADAS DE PAPA Y TABACO MEDIANTE EL USO DE FUSIONES TRANSCRIPCIONALES 
 
LISTA DE ANEXOS  
 
 
          Pág 
 
 
ANEXO 1. Protocolo Para Transformación de Tabaco   49 
ANEXO 2. Aislamiento de DNA de Plantas in vitro    53 
ANEXO 3 PCR de DNA total de plantas transgénicas N. tabacum,  
Petit Havana y S. tuberosum cultivar Desirée con los promotores 35S  
y At1g73160          56 
ANEXO 4 Tablas de la base de datos NEW PLACE de los promotores 
 C54 y At1g73160         68 
ANEXO 5 Secuencia de vectores binarios     82 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 INTRODUCCIÓN 
 
Las técnicas moleculares y biotecnológicas, que proveen plantas transgénicas, 
además de su importante contribución en el mejoramiento de cultivos, 
proporcionan una herramienta indispensable para analizar o validar las funciones 
de un gen y de sus regiones reguladoras asociadas, tanto en plantas de interés 
agroindustrial como en plantas modelo (Oven et al., 2013; Dobhal et al., 2010). 
Una de las regiones génicas de importancia, tanto para el estudio funcional de 
genes como en mejoramiento biotecnológico, es la región reguladora que se 
conoce como promotor por contener, no sólo el punto de inicio de la transcripción 
y los elementos necesarios para el reclutamiento de los factores de transcripción 
generales de la RNA polimerasa II (conocido como promotor núcleo o core 
promoter) sino también secuencias cis-reguladoras adicionales. Éstas reclutan 
factores de transcripción condición específicos, como tejido específicos los cuales 
determinan la expresión transcripcional espacio temporal de los genes que 
controlan. 
 
La utilización de promotores en biotecnología vegetal permite la expresión de los 
transgenes o genes de interés transferidos por medio de técnicas de 
transformación  genética a los cultivos de interés agronómico y modelos de 
estudio. Un promotor de importancia histórica en transformación genética en 
plantas, es el promotor del virus del mosaico de la coliflor CaMV35S, que ha sido 
ampliamente utilizado desde la década de los 80s, por su alta actividad promotora 
constitutiva tanto en plantas monocotiledóneas como dicotiledóneas (Kay et al., 
1987; Philip 1990; Xiang et al., 1989). La utilización de promotores constitutivos 
en plantas transgénicas es continuamente reevaluada, tanto porque la 
sobreexpresión en todos los órganos de la planta puede acompañarse de una 
menor eficiencia metabólica o fotosintética, presentándose alteraciones en el 
crecimiento o desarrollo, por los posibles fenómenos de silenciamiento o 
cosupresión que se generan, como por no tener siempre actividad promotora 
constitutiva en todos los tejidos de vegetales. Por tanto, el estudio y la búsqueda 
de actividad promotora tejido específica o de expresión más confirmada en 
2 ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. 
 
determinando tejido u órgano es una mejora requerida a nivel biotecnológico para 
controlar la expresión localizada de los transgenes en función del objetivo de 
mejoramiento buscado. 
 
Así en el presente trabajo se buscó evaluar comparativamente la expresión 
transcripcional mediada por los promotores previamente reportados como “raíz-
específicos” At1g73160 de Arabidopsis thaliana (Benfey et al., 1990; Xie et al 
2001), y C54 (glutamic acid rich protein c54), de yuca (Manihot esculenta Krantz), 
por medio de fusiones transcripcionales a genes reporteros gus y gfp, las cuales 
fueron transformadas en plántulas de papa y tabaco.  
 
Como objetivo general se fijó validar y analizar comparativamente la actividad 
promotora preferencial en tejidos de raíz de los promotores C54 de yuca y 
At1g73160 de Arabidopsis thaliana, en plantas transformadas de papa y tabaco, 
para lo cual fue necesario lograr los siguientes objetivos específicos, transformar 
genéticamente plántulas de papa y tabaco con fusiones transcripcionales 
portadoras de los promotores “raíz específicos” (At1g73160 y C54) y constitutivo 
(CaMV35S). Posteriormente, analizar y comparar la expresión mediada por estos 
promotores, en los diferentes órganos y tejidos de las plántulas transgénicas de 
papa y tabaco obtenidas.  
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1. MARCO CONCEPTUAL. 
 
1.1. La Papa (Solanum tuberosum). 
La papa es una planta herbácea bianual, perteneciente a la familia de las Solanáceas de 
importancia económica junto con el tomate, pimentón, berenjena, petunia y tabaco (Tabla 
1). Tiene tres tipos de tallo, uno aéreo en el cual se disponen las hojas, otro estolonífero, 
formado por brotes laterales y el tubérculo engrosado subterráneo que sirve para 
almacenar sustancias de reserva para la planta como potasio, almidón, proteínas y 
vitamina hidrosolubles (Salas et al.,. 2003 y Burlingame et al., 2009). Las raíces son 
adventicias, superficiales o profundas. La morfología de los tubérculos varía en forma 
entre redonda, ovalada y oblonga, fuera de la diversidad de formas de los cultivares 
silvestres, el tubérculo puede ser de color blanco, amarillo, rosa, roja y violeta (Human 
1986; Terán 1995). 
 
Tabla 1. Clasificación taxonómica de Solanum tuberosum. 
Clasificación Nombre Científico y Nombre Común 
Reino Plantae-Plantas 
Sub reino Tracheobionta- Plantas Vasculares 
Súper División Spermatophyta Plantas de Semilla 
División Magnoliophyta- Plantas con Flor 
Clase Magnoliopsida- Dicotyledons 
Subclase Asteridae 
Orden Solanales 
Familia Solanaceae- Potato Family 
Género Solanum L. nightshade 
Especie Solanum tuberosum L. Irish potato 
Tabla tomada: USDA United States Departament of Agriculture. Natural Resources Conservation Service. Plants Database. 
Disponible en Internet (http://plants.usda.gov/core/profile?symbol=SOTU) 
 
El cultivo de la papa es un producto de gran importancia alimentaria, ocupando el cuarto 
lugar después del maíz, trigo y arroz. En promedio en los países en desarrollo se 
consume en papa 41kcal, por persona día, en contraste con los países desarrollados en 
los cuales el aporte dietario alcanza 130kcal, por persona día (Burlingame et al., 2009). La 
producción mundial en papa se estima superior a los 300 millones de toneladas al año, 
provenientes de 18 millones de hectáreas, con un rendimiento de 16.8 t/ha, (Ezeta 2002 y 
FAO 2007). América latina aporta con 963 mil hectáreas de papa y produce 16 millones 
de toneladas anuales. En Colombia anualmente se utilizan dependiendo del semestre, un 
área de cultivo entre 64.218 a 101.681 hectáreas con una producción anual de 1.847.145 
t/año y un rendimiento promedio de 18.1t/ha (DANE. 2013).  
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La biodiversidad en el género Solanum es de 160 a 200 especies silvestres, 5000 
cultivariedades conocidas y solo una especie que se cultiva con rendimiento agronómico 
importante, Solanum tuberosum, con 8 grupos cultivables reconocidos (Grupo, Ajanhuiri. 
Grupo, Andigenum. Grupo, Chaucha, Grupo, Chilotanum. Grupo, Curtilobum, Group, 
Juzepczukii, Grupo, Phureja y Grupo, Stenotomum), (Huamán et al., 2002). Solanum es 
clasificada por su número cromosómico y la especie cultivable es tetraploide (2n= 48) la 
cual evolucionó de la cruza espontanea de especies diploides (S. stenotomum = cultivada 
y S. sparsipilum = silvestre), este intercambio genético resultó en un incremento en la 
diversidad resistencia a enfermedades y adaptabilidad climática que han perpetuado la 
papa andina (Terán 1995). El genoma de la papa es el primer genoma secuenciado del 
Orden Asteridae, que comprende más de 70.000 especies con un desarrollo y 
composición únicas. La secuenciación del genoma papa reveló 39.031 genes que 
codifican proteínas y 2645 genes específicos de la papa. (The Potato Genome 
Sequencing Consortium 2010). 
Uno de los grandes apoyos para el mejoramiento de cultivo de papa fuera del 
mejoramiento tradicional se ha fomentado con el uso de herramientas biotecnológicas, las 
cuales abarcan el cultivo de células y tejidos vegetales, micropropagación de plantas y 
mejoramiento genético biotecnológico (trasformación genética). Aspectos abordados por 
estas estrategias se inscriben en diferentes áreas de la biología de la planta como lo son 
fisiología del tubérculo, calidad nutricional del tubérculo, respuesta a enfermedades y 
plagas propias del tubérculo, o aplicaciones industriales en la producción de bioplásticos, 
todas ellas beneficiadas recientemente por los importantes avances en el conocimiento 
del genoma, proteínas y marcadores genéticos y funcionales que se puedan dilucidar de 
la secuenciación completa de su genoma (Lutaladio et al., 2009). 
1.2. Solanum tuberosum cultivar. Desirée. 
Uno de los modelos biológicos a utilizar en el presente estudio es Solanum tuberosum 
cultivar. Desirée, cultivariedad selecionada a partir del cruce de Urgenta por Depesche, 
realizado por la compañía ZPC de Leeuwarden, Holanda, la cual fue liberada para su 
producción comercial desde 1962. Desirée es ampliamente cultivada en Europa y en 
algunos países Americanos como Costa Rica por sus características agronómicas. 
 
MARCO CONCEPTUAL 5 
 
La cultivariedad de papa Desirée es de ciclo medio tardío de (60-90 días), que alcanza de 
50 a 60cm de altura. Produce flores de color violeta claro de abundancia media, estolones 
muy cortos y tubérculos ovalado-largos, de piel lisa y color rojo brillante; con un periodo 
de dormancia medio de 2.5 a 4 meses (figura 6). Los tubérculos son grandes y uniformes 
con una producción por planta de entre 15 a 25 tubérculos por planta (Brenes et al., 2009; 
The European Cultivated Potato Database). 
 
 
Figura 1. Solanum tuberosum cultivar Desirée. 
Figura tomada de: The European Cultivated Potato Database. Disponible en Internet en 
(http://www.europotato.org/display_description.php?cultivariety_name=Desiree). 
 
El cultivar Desirée es de gran interés agroindustrial y produce un tubérculo de calidad, de 
sabor neutro, con buenos niveles de materia seca, proteínas y azucares reductores, 
excepto en el contenido de almidón por lo cual industrialmente no se recomienda como 
proveedor de este importante compuesto (Loyola 2010). Por su interés agroeconómico e 
industrial la cultivariedad Desirée es objeto de estudio tanto en mejoramiento genético 
como modelo biológico, pudiendo contar en la literatura científica con diversos reportes de 
protocolos eficientes de regeneración in vitro y transformación genética (Waterer et al., 
2010; Stiekeman et al., 1998). 
 
1.3. Nicotiana tabacum cultivar Petit Havana. 
El género Nicotiana al igual que Solanum pertenece a la familia Solanaceas, dividiéndose 
en tres subgéneros (Rustica, Tabacum y Petunioides), subgéneros oriundos de América y 
Australia, los cuales contienen alrededor de 75 especies reconocidas (40 diploides y 35 
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alotetraploide), de las cuales Nicotiana tabacum y Nicotiana rustica, son las únicas 
especies cultivadas comercialmente en el mundo, el resto son consideradas como 
silvestres y la mayoría poseen características agronómicas y morfológicas muy diferentes 
a los de las cultivariedades comerciales (Valdés et al.,, 2010; Clarkson et al., 2004). El 
tabaco (Nicotiana tabacum), como la clasificó Carlos Linneo en 1753 (tabla 3), es una 
planta alotetraploide natural, formada por la hibridación entre dos diploides progenitores 
(2n=24), N. sylvestris y N. tomentosiformis, evento ocurrido aproximadamente 6 millones 
de años atrás (Okamura et al., 1985). Los cultivos más primitivos se encontraron en 
América central y del sur, específicamente en Brasil, Colombia, El Salvador y Perú. El 
cultivo del Tabaco en Colombia es de aproximadamente 14.500 hectáreas y la producción 
total es de más o menos 30.000 toneladas anuales. 
 
El Tabaco (Nicotiana tabacum) ha demostrado ser una planta modelo adecuada para 
transformación genética, por su excelente respuesta in vitro y su capacidad regenerativa. 
La regeneración de plántulas partiendo de fragmentos de hojas es eficiente (Stolarz et 
al.,., 1991), por lo cual el tabaco fue la primera planta transformada en 1983, con el gen 
de resistencia al antibiótico kanamicina, mediante la utilización de bacterias fitopatógenas 
del suelo (Agrobacterium tumefaciens), cocultivadas con explantes foliares circulares 
(discos foliares), utilizando las cultivariedades N. tabacum, Samson y Havana (Horsch et 
al., 1984). Las plantas de tabaco se vienen utilizando como modelo biológico desde los 
primeros estudios de control fitoquímico, realizados por Skoog en 1944, el cual buscaba la 
mejor concentración de auxinas y citoquininas, para la obtención de brotes y callos en 
cultivo invitro de tabaco. De igual manera ha servido como modelo biológico en ingeniería 
genética de plantas, selección de líneas celulares mutantes, cultivo y fusión de 
protoplastos, desarrollo en los campos de la farmacéutica molecular, para la expresión y 
producción de proteínas recombinantes, vacunas y anticuerpos de importancia industrial o 
farmacéutica (Ganapathi. et al., 2004). Del género Nicotiana, se considera otra especie 
como modelo biológico, única especie endémica de Australia, Nicotiana benthamiana, la 
cual es la más utilizada en experimentación como hospedero de virus patógenos de 
plantas, por el diverso número de virus fitopatógenos a los cuales es susceptible, así 
como otros agentes patógenos como lo son bacterias y hongos, lo cual ha sido de gran 
utilidad en estudios hospedero-patógeno y específicamente en señales de defensa e 
inmunidad vegetal innata (Goodin et al., 2008). La transformación de N. benthamiana, 
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utilizando el protocolo de discos de hoja es frecuente, pero los porcentajes de 
transformación son relativamente bajos con aproximadamente 20-30%, comparados con 
N. tabacum, con porcentajes de transformación de 50-80% (Methods in Molecular Biology, 
2006, cap 12, p. 145). 
 
1.4. Generalidades de la Transcripción en Eucariotas. 
El proceso por el cual la información contenida en el material genético pasa de DNA a 
RNA, es conocido como transcripción, la cual está controlada por proteínas de acción en 
trans (factores de transcripción), los cuales se unen a secuencias de DNA localizadas 
generalmente en la cercanía de las regiones codificantes o estructurales de los genes, 
conocidas como secuencias de acción en cis y encargadas tanto de reclutar al complejo 
de la RNApolimerasa como de regular su actividad transcripcional.  
 
Los elementos cis basales encargados de reclutar los factores y subunidades del 
complejo de preiniciación de la RNApolimerasa conforman el promotor núcleo (core 
promoter) y se sitúan muy cerca del gen que controlan, generalmente corriente arriba. A 
éstos se suman los elementos cis-reguladores encargados de reclutar factores de 
transcripción adicionales responsables de la regulación de la activación del complejo de 
preiniciación. Para el caso de la RNApolimerasa II, encargada de transcribir los genes 
codificantes de proteínas y de algunos RNAreguladores, como por ejemplo miRNAs, estos 
elementos cis-reguladores pueden ubicarse a mayor distancia del promotor núcleo y en 
conjunto con éste, aseguran la tasa de transcripción adaptada a las condiciones 
fisiológicas y ambientales censadas por la célula. Los elementos cis-reguladores pueden 
repetirse o agruparse en clusters proximales o distales en donde, dependiendo del efecto 
sobre la transcripción portan el nombre de potenciador (enhancer), silenciador (silencer) o 
aislador (insulator), constituyen elementos clave para la regulación de la expresión génica 
a nivel transcripcional. 
 
La estructura de promotores en eucariotas es compleja, debido a la diversidad de los 
elementos que lo componen, algunos elementos cis-reguladores pudiendo incluso 
situarse a gran distancia del promotor basal. El promotor basal contiene diferentes 
motivos de secuencias, como la caja TATA, el primer elemento descubierto en 1979, 
ligado al núcleo de un promotor eucariota y se estima que las cajas TATA están presentes 
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en el 32% de los 1031  promotores en humanos, las cajas iniciadoras (Initiador, INR), 
cajas BRE (TFIIB-recognition element, BRE), cajas CCAAT y cajas GC, son otros de los 
elementos que pueden presenciarse en promotores basales eucarióticos, siendo de 
destacar que no todos los promotores eucariotas tienen siempre todos estos motivos El 
núcleo del promotor de clase II se ubica unas 40pb corriente arriba del inicio de la 
transcripción, además de contener el punto de inicio de la transcripción, contiene al 
menos un elemento cis basal adicional como puede ser la conocida caja TATA, o 
cualquiera de las anteriormente citadas (Kanhere et al., 2005; Liu et al., 2013; Smale et 
al., 2003). 
 
 Complejo de Preiniciación de la Transcripción. 
El complejo de preiniciación más estudiado en eucariotas es el de la RNApolimerasa II y 
en particular aquel unido a un promotor de clase II que contiene una caja TATA.  
 
 
 
Figura 2. Esquema de los factores de transcripción generales, que intervienen en el 
proceso transcripcional en conjunto con la RNApol II. 
Figura tomada de: SHANDILYA, J. ROBERTS, S. The trahnscription Cycle in Eukaryotes: From Productive Initiation to RNA 
Polymerase II Recycling. Biochemical et Biophysical Acta. 2012. V. 1819. No 5. p 391-400.  
 
Las proteínas que conforman el complejo de iniciación de la trascripción en conjunto con 
la RNApol II, según los estudios  realizados con las técnicas de ensayos de footprinting 
con DNAsaI o de ensayos de cambio de la movilidad electroforética (EMSA) de complejos 
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proteína-DNA, demuestran que el factor TBP (proteína de unión a cajas TATA), es la 
primera proteína que se une al  promotor en la caja TATA, formando un complejo de unión 
entre el DNA y la RNApol II. El factor TBP, es una proteína monomérica que se pliega en 
forma de silla de montar interactuando con el surco menor del DNA, lo cual propicia la 
unión del factor TFIIB, el cual es una proteína monomérica que entra en contacto con la 
TBP y el DNA. Tras la unión de la TFIIB se une el complejo TFIIF el cual es un tetrámero 
que ubica la RNApol II, sobre el sitio de inicio de la transcripción (Figura 1, Tabla 1). 
 
Otros dos factores son necesarios y se unen al promotor los cuales son TFIIE el cual crea 
un sitio de anclaje para el factor TFIIH, con función helicasa y quinasa encargado de 
desenrollar el DNA dúplex permitiendo que la RNApol II, forme un complejo abierto 
comenzando a transcribir la hebra plantilla. La actividad quinasa de TFIIH es clave, ya que 
se encarga de fosforilar la cola o dominio carboxiterminal (CTD) de la RNA polimerasa II 
como consecuencia de la activación del complejo por el efecto de los distintos factores de 
transcripción (activadores) reclutados en los elementos cis-reguladores de tipo ennhancer 
y que transmiten las señales de activación a través del comlejo mediador. Sólo así habrá 
una transcricpión efectiva por parte del complejo de la RNApolimerasa II, y la transición 
hacia la fase de elongación, dejando atrás el resto de factores basales del complejo de 
preiniciación, los cuales se disocian con excepción de TBP que permanece unida a la caja 
TATA (Figura 1). Otros factores esenciales son TFIIA y TFIID, los cuales se unen al DNA 
hacia el sentido 5’ y su función es estabilizar la unión de TBP con el DNA en la caja TATA 
(Hampsey 1998; Lodish et al., 2002; Shandilya et al., 2012). 
 
Otros factores de transcripción negativos se encuentran presentes en este proceso como 
lo son los factores NEÑF  y DSIF los cuales se unen a la RNApol II, y producen una 
transcripción abortiva, a menos que otros factores de transcripción activadores y con 
actividad quinasa los fosforilen, separándose de la polimerasa (Shandilya et al., 2012). 
 
Tabla 2. Factores de transcripción generales involucrados en los procesos de 
transcripción. 
FACTOR MASA (KDa) Gen Esencial Función 
TBP 27 SPT15 SI 
Se une a la caja TATA, iniciando el 
montaje del complejo de iniciación de la 
transcripción (PIC), recluta TFIIB. 
TFIIB 38 SUA7 
SI Estabiliza la interacción entre TBP y la 
caja TATA, Se une al complejo RNApol II y 
TFIIF ubicándolo en el sitio de la 
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transcripción. 
TFIIF 82 TFG1, SSU71 
SI Facilita la unión de la RNApol II, con el 
promotor, estimula la elongación e 
interacciona con TFIIB. 
TFIIE 66 TFA1 
SI Se une con TFIIH estimulando su actividad 
catalítica. 
TFIIH 95 SSL2, RAD25 SI DNA helicasa 
Tabla tomada de: HAMPSEY MICHAEL. Molecular Genetic of the RNA Polimerase II General Transcriptional Machinery. 
Microbiology and Molecular Biology Reviews. 1998. Vol. 62. No 2. P. 465-503. 
Es importante aclarar que a pesar del nivel de conocimiento sobre la formación secuencial 
de éste complejo y su activación a partir del reconocimiento de la caja TATA, no todos los 
promotores eucarióticos la contienen: en humanos, se estima que tan sólo el 46 % de los 
promotores contienen caja TATA, en plantas modelo como Arabidopsis, el 29%, en arroz 
el 19% (Kumari et al., 2013; Molina et al., 2005; Yang et al., 2007), con lo cual esto no 
sólo dificulta la predicción  de  promotores a partir de datos genómicos sino que traduce el 
bajo nivel de conocimiento sobre el inicio de la transcripción para la mayoría de los 
promotores existentes. 
 
 Elementos cis-reguladores. 
Por medio de la utilización de promotores sintéticos o de mutagénesis dirigida de 
promotores naturales se han realizado estudios de señalización y activación de la 
transcripción ligada a múltiples elementos cis reguladores (cajas W1, W2, GCC, JERE, S, 
Gst1, y D),  los cuales pueden ser combinados o fusionados, demostrando que los 
elementos cis no siempre actúan en forma autónoma para lograr un patrón de expresión 
sino que actúan en combinación con otros, con lo cual un determinado patrón puede estar 
ligado no sólo a la interacción de cada factor de transcricpción con su elemento regulador 
sino a la interacción entre diferentes factores de transcripción. Los distintos elementos cis-
reguladores pueden igualmente estar ligados diferentes niveles de una misma respuesta, 
pudiendo encontrarse efectos aditivos o sinergicos como lo revelan estudios llevados a 
cabo en respuesta a patógenos sobre genes de resistencia emplenado promotores 
sintéticos y en los cuáles se logró determinar con bastante precisión la funcionalidad de 
los elementos cis contenidos en el promotor original (Hernandez et al., 2014). Es de 
demarcar igualmente, que los elementos cis reguladores, son ampliamente ligados a 
expresión tejido específica debido al papel de los diferentes factores de transcripción 
específicos de desarrollo de un tejido u órgano y que se unen de forma individual o en 
combinación con otros factores de respuesta ambiental, determinando así la actividad 
espacio temporal de un promotor un tejido perteneciente a un órgano particular (Benfey et 
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al., 1990; Xie et al., 2001). Esta característica ha llevado a numerosos estudios 
encaminados a describir o caracterizar promotores “órgano-específicos”, intentando 
encontrar en ellos combinaciones de elementos cis-reguladores que determinen una 
expresión confinada en ciertos tejidos pertenecientes a un órgano particular (De Souza et 
al., 2002; Stenzel et al.,2012; Vijaybhaskar et al., 2008). Si bien algunos de estos estudios 
han validado los patrones de transcripción en un amplio rango de condiciones permitiendo 
de cierta forma validar tanto la aproximación como el uso aceptado del término “órgano-
especifico”, está claro que queda imposible para cualquier investigador, evaluar todas las 
condiciones fisiológicas y ambientales posibles, con lo cual se trata de una aproximación 
o simplificación del papel de los promotores estudiados más con fines biotecnológicos que 
con fines estrictamente biológicos. 
 
1.5. Predicción Bioinformática de Promotores. 
Con base en las nuevas tecnologías de secuenciación de DNA los genomas eucariotas 
están siendo secuenciados con mayor facilidad, frecuencia y cubrimiento, encontrándose 
más de 50 genomas completos de eucariotas disponibles y muchos más en curso. El 
continuo flujo de información en secuencias de DNA, ha beneficiado el desarrollo de 
programas bioinformáticos de anotación estructural basadas en conservación de 
secuencias. Uno de los retos computacionales más difíciles para la identificación o 
anotación de regiones génicas es la identificación exacta y la delimitación de promotores. 
Estas regiones que contienen gran parte de la información necesaria para activar o 
reprimir el gene que controlan, son de gran importancia no sólo para el descubrimiento de 
nuevos genes que han podido pasar desapercibidos por los predictores de genes (p. ej 
RNAs  no codificantes), sino para un mejor y mayor conocimiento en la identificación y 
construcción de las redes regulatorias génicas y como soporte experimental en 
biotecnología (Abeel et al., 2008). 
 
Algunas de las características génicas que utilizan los diferentes programas informáticos 
para predecir secuencias promotoras, son las islas CpG que se encuentran cerca de los 
sitios de inicio de transcripción la presencia de sitios de unión de factores de transcripción 
junto con elementos basales del núcleo del promotor, o similitudes entre promotores 
ortólogos. Entran también en el refinamiento de estas predicciones, la información 
suministrada por los transcritos de RNAm, la estructura cromosómica (dominios del 
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cromosoma y límites del dominio) o información sobre modificaciones de la histonas que 
conforman los nucleosomas. De igual forma el desarrollo de programas bioinformáticos 
diseñados para predecir promotores, si bien ha cobrado mucha relevancia mediante el 
uso de algoritmos de aprendizaje automático por análisis discriminante, basados en 
modelos ocultos de Markov o redes neuronales artificiales, siguen teniendo aún un bajo 
poder predictivo debido a que requieren de una gran cantidad de datos de transcritos y 
alta calidad (Abeel et al., 2008; Gorm et al., 1999). 
 
1.6. Los Cultivos Genéticamente Modificados (CGMs)  
Los cultivos transgénicos o Cultivos Genéticamente Modificados (CGMs), representan el 
10% de los 1.500`000.000 millones de hectáreas cultivadas en todo el mundo y 
constituyen una de los principales fuentes de ingreso tanto para países desarrollados 
como los Estados Unidos con 66.8 millones de hectáreas ocupando el primer puesto en 
producción de CGM, y países en vías de desarrollo como Argentina y Brasil que en 
conjunto tiene un área de cultivos transgénicos con 48.3 millones de hectáreas figura 2, 
(Clive, J. 2012 y The Economist online. 2011). 
 
 
Figura 3. Ubicación y área de OGM en el mundo. 
Figura tomada de: Economist online. The adoption of genetically crops, Growth areas. 2011. Disponible en Internet 
(http://www.economist.com/blogs/dailychart/2011/02/daily_chart_genetically_modified_crops). Y basada en. Clive, J. Gloval 
Status of Commercialized Biotech/GM Crops. International Service for Acquisition of Agri-Biotech Applications (ISAAA). 2012. 
No. 44.  
 
Los cultivos genéticamente modificados (CGMs), son transformaciones genéticas de los 
cultivos con mayor importancia económica como los son soya, maíz, algodón, canola y 
remolacha azucarera. Para el año 2012 se sembraron 170 millones de hectáreas con 
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CGM, representando un aumento del 6% con respecto al 2011, lo cual refleja la tendencia 
hacia el aumento de superficie y número de países que adoptan este tipo de cultivos. A 
continuación se detallan los países con CGM, el área de cultivo utilizada y los cultivos 
producidos (Mannion. et al., 2013 y Clive, J. 2012). 
 
En Colombia los cultivos biotecnológicos o CGMs, van aumentando en 21 departamentos, 
con base en datos del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), los agricultores 
sembraron 75.046ha de maíz GM, 28.172ha de algodón GM y 12ha de flores GM 
(claveles y rosas azules para exportación) (Agro-Bio 2013). Gran parte de estas 
tecnologías se basan en la utilización de Agrobacterium tumefaciens, entendiendo su 
biología molecular y celular como una ingeniera genética natural, proporcionando 
resultados en cultivos genéticamente mejorados, ingeniería metabólica en plantas, 
producción de proteínas recombinantes, industria farmacéutica e investigación en la 
relación hospedero patógeno. 
 
1.7. Promotores Utilizados en Biotecnología Vegetal. 
Como ya se ha mencionado, el promotor es una secuencia de DNA clave para la 
transcripción de un gen, debido a que contiene tanto los elementos para el correcto 
reclutamiento de la maquinaria transcripcional (promotor núcleo) como los elementos cis-
reguladores proximales y distales que permiten o condicionan la regulación de la 
transcripción reclutando los respectivos factores de transcripción (TFs). Así los 
promotores condicionan en gran medida el patrón de expresión espacio temporal de los 
genes cuya transcripción controlan. Su estudio y caracterización son relevantes para 
establecer redes regulatorias génicas o validar algunas modelaciones de carácter 
predictivo que contribuyan a entender las respuestas biológicas de los organismos a 
través de la regulación de la expresión de sus genes. Adicionalmente, también son 
elementos claves a nivel biotecnológico ya que son indispensables para controlar en 
forma deseada la expresión de transgenes, de interés en organismos transgénicos (Liu et 
al., 2013; Hernández et al., 2010). 
 
Los promotores se pueden clasificar según el tipo de control de la expresión génica que 
resulte en un organismo, parámetros de control génico que deben ser ampliamente 
estudiados con el fin de poder ser utilizados en biotecnología. Generalmente los 
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promotores se clasifican en; (Ávila 2010; Cambia 2007; Jungkwan et al., 2010; Roy et al., 
2000). 
a. Promotores Constitutivos: Son promotores que dirigen la expresión constante en 
prácticamente todos los tejidos del organismo, siendo igualmente independientes de los 
factores ambientales y otros factores endógenos metabólicos o de desarrollo. La actividad 
promotora de un promotor constitutivo es normalmente alta y se mantiene incluso entre 
especies alejadas filogenéticamente. Los promotores constitutivos se utilizan para la 
evaluación de transgenes y los efectos que pueda esta expresión constitutiva sobre el 
desarrollo de la planta. Han sido muy utilizados en los distintos cultivos transgénicos 
liberados comercialmente, principalmente en los de primeras generaciones. Este tipo de 
promotores se pueden aislar a partir de virus de plantas como el clásico CaMV35S  o a 
partir de genes constitutivos o de mantenimiento celular (housekeeping genes), como 
genes de proteínas del citoesqueleto, de proteínas ribosomales o genes metabólicos de la 
glucolisis, los cuales son muy activos y de expresión constante en casi todos los órganos 
y tejidos de las plantas, independientemente de las condiciones ambientales  (Hernandez 
et al., 2014). 
b. Promotores Tejido Específicos: Son promotores con actividad confinada a un 
tejido particular o número limitado de tejidos, igualmente ciertas etapas del desarrollo. En 
biotecnología vegetal son utilizados para dirigir la expresión localizada de un gen de 
interés en tejidos específicos de ciertos órganos como tubérculos, raíces, tallo, hojas, 
órganos vegetativos o semillas. Algunos de estos promotores han sido también calificados 
de promotores “órgano-específico” cuando logran mantener su actividad localizada 
únicamente en determinados tejidos pertenecientes a un mismo órgano y en variadas 
condiciones ambientales y/o de desarrollo. 
c. Promotores Inducibles o Condicionales: Los promotores inducibles o 
condicionales son promotores que activan la transcripción únicamente en respuesta a un 
factor (señal) endógeno o exógeno determinado, lo cual brinda la oportunidad de tener el 
control sobre la transcripción del gen respectivo desde el exterior o en respuesta a una 
condición ambiental particular. Estos promotores responden a estímulos medio 
ambientales o fisicoquímicos, en este grupo de promotores encontramos promotores que 
son modulados por factores abióticos, como la luz, niveles de oxígeno, temperaturas altas 
o bajas, estrés hídrico etc, o a estrés biótico (presencia de virus, patógeno o herbívoro). 
Entre los factores químicos utilizados para condicionar la expresión de un transgen figuran 
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antibióticos herbicidas, nutrientes, metales pesados, fitoreguladores, vitaminas, alcoholes, 
otros metabolitos secundarios. Estos promotores han sido utilizados ampliamente en 
biotecnología, mejorándolos tanto para permitir la selección de transformantes, como a 
nivel de cultivo para lograr una expresión controlada del transgen en función de la 
necesidad de su expresión.  
d. Promotores Sintéticos: El uso de este tipo de promotores es más reciente debido 
a las facilidades que ofrecen las tecnologías de síntesis de ADN largos. Los promotores 
sintéticos se obtienen a partir de la combinación de diferentes elementos de regiones 
promotoras de diversos orígenes que hayan sido previamente bien caracterizadas. Entre 
los logros está el poder dirigir la expresión transcripcional en forma mucho más controlada 
en cuanto a condición en que se buscará que el gen se exprese, pero también está el 
poder obtener el nivel de expresión deseado, por ejemplo niveles muy superiores a los 
obtenidos con promotores naturales (Rushton et al ., 2002; Venter ., 2007). 
 
A continuación se describen los promotores reportados como “raíz específicos” 
At1g73160, de Arabidopsis thaliana (ATP) (Vijaybhaskar et al., 2008), C54 (glutamic acid 
rich protein c54) de yuca Manihot esculenta Crantz, (Zhang et al., 2003), los cuales fueron 
objeto de estudio en este trabajo. Igualmente se describe el promotor constitutivo 
CaMV35S, (Odell et al., 1985), el cuál constituye uno de los promotores más ampliamente 
utilizados tanto en biotecnología como en investigación para lograr una expresión alta y 
constante del transgen. 
 
1.8. Promotor At1g73160 de Arabidopsis thaliana (ATP). 
El promotor específico de raíz At1g73160, fue aislado y caracterizado de la región 
corriente arriba del gen At1g73160, ubicado en el cromosoma 1 de A. thaliana (TAIR 
2013), con una secuencia definida en 218pb, que confiere expresión tejido específica en 
raíz (Vijaybhaskar et al., 2008). Al analizar la secuencia del promotor con herramientas 
predictivas de elementos cis-reguladores, los autores reportados dos posibles cajas TATA 
en las posiciones -90 y -140, así como elementos previamente reportados como 
responsables de expresión tejido específica en raíz: los elementos OSE1, OSE2 y 
RAV1AAT, (Tabla 2; Figura 3). Por el patrón de expresión condicionado por este 
promotor, el cuál se reporta como muy alto en tejidos de raíces de A. thaliana, su 
potencial para dirigir la expresión de genes foráneos en este órgano, le puede conferir 
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gran utilidad nivel biotecnológico en cultivos de interés alimentario, al permitir expresar en 
raíz por ejemplo genes de tolerancia a estrés hídrico, estrés por aluminio u otros metales 
pesados presentes en suelos, proteínas que contribuyan a una mejor adsorción de 
nutrientes, proteínas de resistencia a fitopatógenos del suelo, o genes metabólicos que 
permitan modificar la producción de ciertos metabolitos secundarios de interés alimenticio 
en caso que la raíz sea la parte comestible de la planta, entre muchas posibilidades de 
mejoramiento asociado al órgano raíz.  
 
Tabla 3. Elementos cis reguladores tejido específico de raíz presentes en las secuencias 
de los promotores At1g73160 y MeC54. 
Motivos de Raíz Secuencia Posición Referencia 
ASF1 MOTIF CAMV TGACG (+) -275 a -271 Krawczyk et al., 2002 
ARFT TGTCTC (-) -474 a -469 Ulmasov et al., 1999 
OSE1 AAAGAT (+) -75 a -70 Fehlberg et al., 2005 
OSE2 CTCTT (-) -175 a -171 Fehlberg et al., 2005 
RAV1AAT CAACA (+) -49 a -45 Kagaya et al., 1999 
SURE core GAGAC (+) -474 a 470 Nakashita et al., 2005 
TAPOX1 ATATT (-) -239 a -235 Elmayan et al., 1995 
Tabla tomada de: VIJAYBHASKAR, V. SUBBIAH, V. KAUR, J. VIJAYAKUMARY, P. Identification of a Root- Specific 
Glycosyltrasnsferase from Arabidopsis and Characterization of its Promoter. Journal Bioscience. 2007. Vol 33. No 2. p 185-
192. 
 
GGAAAAAAGCTTAGGTGTGATATCCCGGTTTAGTTACAAATCTCAGTTGGTTAAGAGAGATTTGAC
TTTCAATTGAATGTAAAAACCATATAAAAATTAGCTAAGCCATGTGCAATGTCATTGAGAAATGAA
CTTTGATATAATAACTCGAGAAAGATCCGAAATTTAAGCAAAGAATCAACATCAATAGTTGCACTC
AATTCACAAAAATCAAATAAACCAAAACAATGGCCTTCAAGAACCATTCTTCAAGAACAACTCTTT
CTTCTTCTTCTTCCACTTCATTTTCATTCAGATTCACAACAATCATTACCGGATCCTTCAT 
Figura 4. Secuencia del promotor At1g73160, insertado en el vector pBI121. 
Secuencia del promotor At1g73160, insertado en el vector pBI121. en la cual se resaltan los motivos tejido específico en raíz y 
los posibles sitios de inicio de la transcripción resaltado en verde, según la secuencia de las cajas TATA citadas por Joshi 
1987. 
 
1.9. Promotor MeC54 (glutamic acid rich protein c54) de yuca. 
El promotor C54 fue identificado a partir del análisis de librerías de cDNA de raíz en yuca 
(Zhang et al., 2003). Tiene un tamaño de 1081pb y, controla la expresión de la proteína 
rica en ácido glutámico C54 de 156 aminoácidos, la cual según reportan los autores tiene 
una similitud en secuencia de amino ácidos del 60.2% con, a la proteína Pt2L4, (De 
Souza et al., 2002) Las dos proteínas están relacionadas con crecimiento secundario y 
almacenamiento en las raíces de yuca, lo que los autores asocian con la presencia de 
varios motivos ATATT, requeridos para la expresión vascular en raíz (tabla 4), (Elmayan 
et al., 1995). 
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Tabla 4. Elementos Cis reguladores presentes en la secuencia del promotor MeC54, por 
Zhang et al., 2003.  
MOTIVO 
No 
DE MOTIVOS 
POSICIÓN FUNCIÓN 
AE 1 281 (+) Parte de un módulo de respuesta a la luz 
Box-W1 1 874 (-) Elemento de respuesta inductor de hongos 
G-box 1 513 (+) 
Elemento de acción Cis, involucrado en respuesta a 
luz 
GA-motif 2 696 (+), 893 (-) Elemento de respuesta a la luz 
GAG-motif 1 864 (+) Elemento de respuesta a la luz 
GTI-motif 2 376 (-), 446 (-) Elemento de respuesta a la luz 
I-box 4 
285 (-), 393 (-), 
572 (-), 961 (+) 
Elemento de respuesta a la luz 
MRE 1 39 (+) Sitio de unión MYB involucrado a respuesta a luz 
Prolamin-
box 
2 74 (+), 224 (-) 
Elemento regulatorio de acción Cis asociado con 
GCN4 
Skn-1-motif 3 
177 (+), 404 (-), 
509 (-) 
Elemento requerido regulatorio de acción Cis para 
expresión del endospermo 
Sp1 1 26 (-) Elemento de respuesta a la luz 
TCCC-motif 1 919 (+) Elemento de respuesta a la luz 
Tabla tomada de: ZHANG, P. BOHL-ZENGER, S. PUONTI, J. POTRYKUS, I. GRUISSEM, W. Two Cassava Promoters Related to 
Vascular Expression and Storage Root Formation. Planta. 2003. Vol 218. p 192-203. 
 
En la secuencia del promotor MeC54, se logra identificar una probable caja TATA, 103pb 
corriente arriba del codón de inicio ATG (Souza et al., 2009). En la tabla 4 se resumen los 
diferentes elementos que componen el promotor C54 con su función presuntiva y 
secuencia. 
 
GGATCCACGGGTGTGGGCCAACTCCACCGCCCAAGAGAAAACCTAAAATGGAGAAATTTGTCAAAGCTTTTTCAACTTTA
CAGACTAGGCATAGGTCCTGGGGCAAACAGAACAGAGCTCAGGACGCTGCCTCCCTGCTTGCCCACCTGGAATCATTGTT
CTCCGCTTCCTGCTTATGTCATATTCTCCGATGATTTTTTATTTTTTAATTTTGCGTTTCTCTTTCTTTGCAGGTAAAAT
AAGCCCATCTCAAATTCAGATTTGGGTAATCATGCGATTTGAGAAACATTATAGAAAAAAGGTGATCAACTCCAATTGTG
TGATAATTTTGTAGATGTGGCAATTAAGGTCGGTTTGGCTTTTATAAGAAATTAGAATTAACCAATTTCATAATTATATC
ATTCATGACTATTGATTATAATATCTGACAAATCCTGTAATGATTTTTAACCCATTTCAGTATGATTTACTCATCCCATT
CTTTATGGCTGCTTCAATATACAGAGTTCATGACATGTGAATCTGAATTTAAATATTAATTTCTCTGTTTAATTAATAAT
TAATAATCCATTTCATATAATTTTTTTAAATTAATTAATTAATTAAAGAAGAAAATAAGAAGCTGGGAACATGATAATAA
TAAAGGTCACCTACATTACCGACTGCACAAAGCACATAAGCACAAAAAACCAAAAGAAAGATGATGGCTTAGCTGAAAAA
GGCCCTCCATTATTTACACTTTTCGATCAAAAACAAATATCATGGGTAATTTAAAAAGATAAAGTACAGCTTACTTATTT
GAAAAAAAATTTTTAATTCACNATTCTTAAAATGTTGATNTATTCCTATTGATTTTGATTTCAGAGAGATGTGAGGTCAA
ATCCCAAGATTCCTCTTCCTTAGGTAGAGTTCCCACCTCTCTCCCTCTCACATGAAGCTTACTGGCCTCTACTCCTCTCT
CTATATAAGCCACTCTCAGTTACCCTCTCTCTGCACCAAATACACTCTAAGCTCTCTCTTCACTTCCTCTTTGCTTCTCA
CCATTTACTTTTAGTTTCTATTTCATTTTCTCTTGCTTTCTATG 
Figura 5. Secuencia del Promotor MeC54 (glutamic acid rich protein c54) de yuca, con 
algunos de sus potenciales elementos regulatorios. 
 
1.10. Promotor CaMV35S. 
La tecnología en plantas transgénicas provee una indispensable y poderosa herramienta 
para entender las funciones de un gen y expresión estable de genes foráneos (Daniell et 
al., 2001). Una pieza de esta tecnología, por su uso extendido desde la década de los 
80s, es el promotor del virus del mosaico de la coliflor CaMV35S (35S), uno de los 
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promotores más extensamente utilizado para expresión constitutiva de transgenes en 
plantas dicotiledóneas, al cual se le puede aumentar su actividad promotora constitutiva, 
duplicando su secuencia de activación de la transcripción, corriente arriba de la caja TATA 
(Bhullar et al., 2003; Kay et al., 1987). Su extenso uso es tan evidente, que de los 86 
eventos transgénicos en plantas, que son autorizados en los Estados Unidos, 54 
contienen una o más copias del promotor 35S (Podevin et al., 2012).  
 
El virus del mosaico de la coliflor CaMV fue completamente secuenciado en la década de 
los 80s (Franck et al., 1980; Hohn et al., 1982), en esta secuencia se identifican dos 
promotores virales designados 19S y el promotor de actividad constitutivo 35S, 
ampliamente utilizado para la expresión de genes foráneos en plantas transgénicas. Al 
parecer el fragmento que contiene la secuencia promotora se encuentra localizado en la 
región -343 a -346, y este fragmento se subdivide en tres fragmentos -343 a 208, -208 a -
90 y -90 a -46, evidenciando que los dos primeros fragmentos potencian la actividad 
transcripcional y el ultimo juega un papel accesorio (Xiang et al., 1989). El análisis de 
deleción al promotor 35S, demuestra que se compone de tres regiones distales, una 
medial que contiene una caja CCAAT y una proximal con una caja TATA, las cuales son 
esenciales para su actividad transcripcional (Ow et al., 1987). Varios módulos de 
regulación de la expresión del promotor 35S, se han evidenciado al transformar plantas de 
tabaco con deleciones de la región -934 a -343pb corriente arriba del sitio de inicio de la 
transcripción, lo cual no produce decrecimiento en la expresión del gen reportero GUS, sin 
embargo deleciones en las regiones -150 o -46 resultan en un decrecimiento de la 
trascripción, lo cual ha sugerido que las regiones entre -343 y -105 y -46 son importantes 
para la activación de la trascripción, de igual forma se logró corroborar experimentalmente 
que la mínima región que hace funcional a un promotor 35S se encuentra entre -46 a 
+8pb, la cual contiene la caja TATA (Figura 59), (Benfey et al..1990). 
 
TCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGA
AGTTCATTTCATTTGGAGAGGACACGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCT
ATTTTCTCCATAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGC
TCACGTGTTGAG 
Figura 6. Secuencia del promotor CaMV35S. 
Figura tomada de: Secuencia del Promotor del Virus del Mosaico del Coliflor CaMV 35S. GenBank: S51061.1. Disponible en 
internet: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/234167?report=fasta). 
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Sin embargo, el Promotor CaMV35S, a pesar de ser un promotor constitutivo ampliamente 
utilizado en biotecnología vegetal, tiene expresión diferencial en distintos tejidos de la 
planta transgénica, especialmente en raíz, en la cual puede conllevar a una expresión 
baja (Zhang et al., 2003), esto ha sido reportado por la falta de elementos para la unión de 
TFs como el ASF-2 (activating sequence factor-2), ubicados generalmente en la región -
100 del promotor y, designados as-2 (activating sequence-2), evidenciándose que el 
factor ASF-2 se expresa en las hojas, pero no en extractos nucleares de raíz (Lam et al., 
1989).  
 
Tabla 5. Motivos reguladores del promotor CaMV35S. 
MOTIVO SECUENCIA FUNCIÓN 
CAF CA Distribución tejido especifica 
GATA1 CATA 
Componente transcripcional encontrando en varias 
especies y se puede utilizar en diferentes 
combinaciones en diferentes promotores 
ASF1 TGACT 
ASF-1 sitio de unión presente en el promotor CaMV35S 
recluta activadores transcripcionales de respuesta a 
auxinas y ácido salicílico 
TATA TATA 
Inicio de la transcripción y punto de unión de factores de 
transcripción 
Datos tomados de: BENFEY, P. CHUA, N. The Cauliflower Mosaic Virus 35S Promoter: Combinatorial of Transcription in 
Plants. Science.1990. Vol. 250. No 4983. p 959-966. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1. Localización. 
El presente trabajo se desarrolló en el laboratorio de Biología Molecular Vegetal del grupo 
de Biología de Plantas y Sistemas Productivos, Departamento de Biología, Facultad de 
Ciencias, de la Pontificia Universidad Javeriana. 
 
2.2. Material Vegetal. 
Para la clonación de los promotores C54 (glutamic acid rich protein c54) de yuca (C54) y 
At1g73160 de A. thaliana, se realizó la extracción de DNA genómico a partir de plántulas 
micropropagadas in vitro de Manihot esculenta genotipo MCol1505 (CIAT), y A. thaliana – 
ecotipo Columbia (Col-0), pertenecientes a la colección de material vegetal heredera del 
grupo Unidad de Biotecnología Vegetal.  
 
Las plantas receptoras de las distintas fusiones transcripcionales y por ende objeto de 
transformación genética provinieron de material micropropagado de papa, (Solanum 
tuberosum cultivar Desirée), y de tabaco, y Nicotiana tabacum cultivar Petit Havana, 
anteriormente descritos pertenecientes a la colección de material vegetal del grupo de 
Biología de Plantas y Sistemas Productivos. 
 
2.3. Cepas Bacterianas y Plásmidos Utilizados. 
En el presente estudio se utilizó la cepa bacteriana de E. coli DH5α, la cual fue cultivada 
en medio de cultivo Luria Broth (LB) (caldo o agar), a 37ºC, suplementado con los 
antibióticos respectivos para el mantenimiento y obtención de los plásmidos binarios 
(Tabla 4). 
 
Igualmente se empleó la cepa de A. tumefaciens LBA4404, la cual fue cultivada 
igualmente en medio LB a 28ºC, suplementado con los antibióticos respectivos para el 
mantenimiento de los plásmidos binarios y helper (Tabla 4). 
 
Los vectores binarios utilizados como receptores de las secuencias promotoras a analizar 
fueron: 
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 el vector binario pBI121 (Cheng et al., 2003) y que porta originalmente la fusión 
transcripcional 35S::gus, el cuál fue modificado en el laboratorio de biología molecular 
vegetal (PUJ) remplazando el promotor 35S por el promotor ATP de A.thaliana,  de 
325 pb, para obtener el plásmido pBI-ATP. El antibiótico de selección de este plásmido 
es kanamicina, tanto en bacterias como en plantas. 
 El vector binario pGpro4 amablemente donado por el Dr. Roger Thilmony (USDA, 
Albany, CA) el cuál posee una fusión egfp::gus como gen reportero libre de promotor, 
precedido de un polilinker o sitio múltiple de clonación, para la inserción de secuencias 
promotoras a evaluar. Este vector se empleó para insertar en el polilinker, la secuencia 
de 1030 pb del promotor MeC54 de yuca obteniendo el plásmido pGP-C54. El 
antibiótico de selección de este plásmido en bacterias es kanamicina, y en plantas 
higromicina. 
 El plásmido pSOUP, el cuál es un plásmido helper, requerido para la replicación del 
plásmido binario pGpro4 en A. tumefaciens. Su antibiótico de selección en bacterias es 
tetraciclina. 
 
Tabla 6. Cepas bacterianas de E. coli y A. tumefaciens y plásmidos utilizados. 
E. coli DH5α 
Plásmido /Promotor Medio de Cultivo Antibiótico Referencias 
pBI-ATP/At1g73160 Luria Broth (LB) Kanamicina 50mg/L 
Vijaybhaskar et al., 2008 
Cheng et al 2003 
pBI121/CaMV35S Luria Broth (LB) Kanamicina 50mg/L 
Franck et al., 1980 
Cheng et al 2003 
pGP-C54/MeC54 Luria Broth (LB) 
Kanamicina 50mg/L 
Tetraciclina 10mg/L 
Zhang et al., 2003 
Chen et al 2011 
A. tumefaciens LBA4404 
pBI-ATP/At1g73160 Luria Broth (LB) 
kanamicina 50mg/L 
Rifampicina 50mg/L 
Vijaybhaskar et al., 2008 
Cheng et al 2003 
pBI121/CaMV35S Luria Broth (LB) 
Kanamicina 50mg/L 
Rifampicina 50mg/L 
Franck et al., 1980 
Cheng et al 2003 
pGP-C54/MeC54 pSOUP 
(plásmido helper) 
Luria Broth (LB) 
Kanamicina 50mg/L 
Tetraciclina 10mg/L 
 
Zhang et al., 2003 
Chen et al 2011 
 
 
2.4. Transformación Vegetal. 
Para la transformación genética de tabaco, (Nicotiana tabacum), se utilizó la cepa de 
Agrobacterium tumefaciens LBA4404, previamente transformada con los constructos 
portadores las fusiones transcripcionales de promotores de expresión en tejido de raíz 
(pBI-ATP y pGP-C54) y de expresión constitutiva (pBI121), aplicando el método de 
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transformación de discos foliares descrito por Horsch et al., 1985. El protocolo detallado 
para la transformación de tabaco se describe en el anexo 1. 
 
Para la transformación genética de papa (S. tuberosum L), se utilizó igualmente la cepa 
LBA4404 de A. tumefaciens, previamente transformada con los mismos constructos 
mencionados, siguiendo el protocolo de transformación de segmentos internodales 
descrito por Beaujean et al, (1998). 
 
Para cada transformación se infectaron un total de entre 150-300 explantes por constructo 
en tres réplicas de 50 a 100 explantes, buscando obtener al menos tres líneas 
transgénicas independientes por constructo o fusión transcripcional y especie (promotores 
ATP, C54 y CaMV35S). 
 
2.5. Extracción de DNA Vegetal. 
Una vez obtenidas las posibles plantas transgénicas de papa y tabaco con las tres 
fusiones transcripcionales descritas, se realizó extracción de DNA total siguiendo el 
protocolo de extracción de DNA de plantas in vitro descrito en el anexo 2, con el fin de 
validar la transformación genética mediante PCR. 
 
2.6. Validación de la transformación genética mediante PCR (Reacción en Cadena 
de la Polimerasa). 
Para la validación de la inserción de la fusión transcripcional en el genoma de la plantas 
transgénicas obtenidas, se realizaron PCR a partir de los DNAs previamente extraídos de 
las líneas transgénicas obtenidas utilizando primers específicos de los  distintos 
elementos genéticos (promotor, gen, reportero, gen de selección) presentes en cada 
constructo, buscando confirmar adicionalmente la identidad de la fusión insertada en cada 
línea transgénica. Como control negativo, se empleó DNA genómico de plantas no 
transformadas, y como control positivo se emplearon los plásmidos portadores de las 
fusiones respectivas.  
 
Los primers utilizados para cada constructo así como los tamaños esperados se 
describen en la tabla 5. Las secuencias de los primers se describen en el anexo 3. 
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Tabla 7. Juegos de primers específicos y tamaños de amplificación esperados para los 
promotores CaMV35S; At1g73160 y MeC54 empleados para la confirmación de la 
correcta transformación genética de las líneas transgénicas de tabaco y papa obtenidas. 
ESPECIE 
TRANSFORMADA 
PROMOTOR VECTOR PRIMER 
FRAGMENTO 
ESPERADO /pb 
S. tuberosum-Desirée 
N. tabacum-Petit havana 
 
CaMV35S pBI121 
35S-FW =  
=   195pb 
35S-RV 
GUS F  
=    531pb 
GUS R 
Bgluc-FW 
=    150pb 
Bgluc-RV 
35S-FW 
=    1640pb 
GUS R 
35S-FW 
=    655pb 
Bgluc-RV 
S. tuberosum-Desirée 
N. tabacum-Petit havana 
 
At1g73160  
pBI121 
Modificado 
AtRootPr-FW 
=    325pb 
AtRootPr-Rv 
Nos-Fw 
=    180pb 
Nos-RV 
Bgluc-FW 
=    150pb 
Bgluc-RV 
GUS F  
=    531pb 
GUS R 
N. tabacum-Petit havana 
 
MeC54  pGPro4 
MeC54FW  
=    1030pb 
MeC54RV 
MeC54FW 
=    1527pb 
BglucRV 
MeC54FW 
=    2216pb 
GUS R 
 
Tabla 8. Secuencias de los primers y fragmentos esperados, utilizados en el presente 
estudio. 
PRIMERS SECUENCIA FRAGMENTO ESPERADO 
35S-FW GCTCCTACAAATGCCATCA 
195pb 
35S-RV TGACGCACAATCCCACTATC 
GUS-F CAGTGAAGGGCCAACAGTTC 
531pb 
GUS-R TGTAATGTTCTTCTGCGACGCTC 
Bgluc-FW TTTATACCGAAAGGTTGGGCAGGC 
150pb 
Bgluc-RV AATAACATACGGCGTGACATCGGC 
AtRootPr-FW GGAAAAAAGCTTAGGTGTGATATC 
325pb 
AtRootPr-RV ATGAAGGATCCGGTAATGATTGTT 
MeC54FW AACTCCACCGCCCAAGAG 
1030pb 
MeC54RV AGTAAATGGTGAGAAGCAAAGAGG 
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2.7. Tinción GUS. 
Con base en la expresión del gen reportero gus el cual codifica la enzima β-glucuronidasa  
se llevó a cabo el protocolo de tinción histoquímica GUS de las distintas plantas 
transgénicas obtenidas y previamente validadas mediante PCR siguiendo el protocolo 
estándar descrito por Jefferson et al., (1987). La actividad GUS, en hojas, tallo y raíz, es 
localizada por incubación a 37ºC, de estos tejidos en el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-
glucoronide (X-Gluc), reacción que produce un cristal azul identificando la localización de 
actividad GUS en la planta (Battraw et al., 1990). 
 
Se realizaron tinciones por triplicado sobre tres líneas transgénicas independientes para 
cada fusión transcripcional y especie vegetal transformada. Tras la tinción se realizó una 
evaluación cualitativa de la expresión del gen reportero mediada por cada promotor 
analizado tanto a nivel macroscópico (estereomicroscopio), como microscópico. Para esta 
última se realizaron cortes histológicos transversales y longitudinales de los órganos a 
evaluar previamente fijados en etanol al 70%. Para la obtención de cortes histológicos 
teñidos, la preparación de las muestras y láminas se realizó contratando el servicio a un 
tercero. 
 
2.8. Microscopía de fluorescencia 
Para el análisis de expresión mediada por el promotor MeC54, debido a que la fusión se 
realizó al gen reportero egfp::gus, se empleó microscopía de fluorescencia sobre los 
tejidos en donde previamente se observó actividad GUS, con el fin de complementar el 
análisis cualitativo de expresión. 
 
Se empleó un microscopio de fluorescencia Zeiss, amablemente prestado por el Dr. Jhon 
Sutachán del laboratorio de Neurobioquímica de la Pontificia Universidad Javeriana (PUJ), 
empleando los filtros de excitación y emisión apropiados para la proteína eGFP 
recomendados por el manual del equipo. 
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3. RESULTADOS 
 
 
3.1. Obtención de Líneas Transgénicas de Papa y Tabaco Portadoras de las 
Fusiones Transcripcionales con los Promotores CaMV35S, At1g73160 y MeC54. 
En total, se infectaron entre 150 a 300 explantes de cada especie vegetal a transformar 
(S.tuberosum cv. Désirée y N. tabacum cv. Petit Havana) y con cada plásmido binario 
portador de una fusión transcripcional (pBI121, pBI-ATP y pGP-C54), teniendo como 
objetivo el contar con al menos tres líneas transgénicas independientes para cada evento 
o constructo en cada especie. Se logró obtener más de 10 líneas potencialmente 
transgénicas independientes para cada evento y especie con excepción de la 
combinación S.tuberosum x pGP-C54 para la cual la eficiencia de regeneración de brotes 
fue muy baja y los pocos brotes regenerados (15 brotes en aprox. 300 explantes) en 
medio selectivo (higromicina 7 mg/L) no enraizaron en medio de enraizamiento selectivo y 
presentaron necrosis a los 21-28 días. 
 
Con el fin de confirmar la correcta transformación genética de las distintas líneas 
transgénicas de tabaco y papa obtenidas se llevó acabo amplificación de las muestras, 
utilizando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), sobre el ADN genómico de cada 
línea. Se seleccionaron entre tres  a seis líneas transgénicas que no presentaban 
alteraciones fenotípicas visibles a nivel de morfología o desarrollo con respecto al 
genotipo silvestre (wild type, wt). La amplificación de las diferentes secuencias promotoras 
se llevó acabo tanto con juegos de primers específicos para cada promotor con primers 
dirigidos al gen reporteros gus y al promotor NOS del marcador de selección. Como 
control positivo de reacción para cada pareja de primer se emplearon como molde los 
respectivos plásmidos binarios. Como control de amplificación, se emplearon primers 
dirigidos a regiones conservadas del gen endógeno de la rubisco, con el fin de descartar 
inhibiciones de la PCR que lleven a interpretación de falsos negativos. Todas las 
combinaciones de primers utilizadas en el presente estudio, así como los tamaños 
esperados se detallan en la tabla (7 y 8), y los análisis electroforéticos se encuentran 
disponibles en el anexo 3. 
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La amplificación positiva para el promotor CaMV35S, se observó en tres líneas para N. 
tabacum-Petit Havana y tres líneas para S. tuberosum-Desirée, en la figura 6 se presenta 
un resumen de la amplificación positiva de cada promotor.  
 
Figura 7. Resumen de la amplificación por PCR de las líneas transformadas obtenidas 
por las fusiones transcripcionales, 35S::GUS, ATP::GUS y C54::GUS. 
a). 35S::GUS 
 
b). ATP::GUS 
 
 
c). C54::GUS 
 
 
 
Para el promotor At1g73160, se verificaron seis líneas para N. tabacum-Petit havana y 
seis líneas para S. tuberosum-Desirée. En el caso del promotor MeC54, solo se 
confirmaron cinco líneas transgénicas para N. tabacum-Petit havana, y ninguna para S. 
tuberosum-Desirée debido a que no se logró regenerar plantas transgénicas. Con lo cual 
no fue posible evaluar el promotor MeC54 en papa. Las diferentes líneas transgénicas 
evaluadas positivamente por PCR, para cada especie vegetal se encuentran detalladas 
en la tabla 9.  
 
 
 
NAt-L1 NAt1-L2 NAt1-L3 
 
SAt1-L2 
 
SAt1-L3 
 
NC54-L1 NC54-L2 
 
NC54-L3 
 
N35S-L1 N35S-L2 N35S-L3 S35S-L1 S35S-L2 S35S-L3 
C+ 
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Tabla 9. Líneas transgénicas evaluadas positivamente por PCR, para cada promotor en 
N. tabacum cultivar Petit Havana y S. tuberosum cultivar Desirée. 
LÍNEA 
ESPECIE VEGETAL-
variedad 
PROMOTOR 
ANTIBIÓTICO  
SELECTIVO 
PCR 
N35S-L1 N. tabacum-Petit havana CaMV35S  Kanamicina (Km) Positiva 
N35S-L2 N. tabacum-Petit havana CaMV35S  Kanamicina (Km) Positiva 
N35S-L3 N. tabacum-Petit havana CaMV35S  Kanamicina (Km) Positiva 
S35S-L1 S. tuberosum-Desirée CaMV35S  Kanamicina (Km) Positiva 
S35S-L2 S. tuberosum-Desirée CaMV35S  Kanamicina (Km) Positiva 
S35S-L4 S. tuberosum-Desirée CaMV35S  Kanamicina (Km) Positiva 
NAt1-L1 N. tabacum-Petit havana At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
NAt1-L2 N. tabacum-Petit havana At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
NAt1-L3 N. tabacum-Petit havana At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
NAt1-L4 N. tabacum-Petit havana At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
NAt1-L5 N. tabacum-Petit havana At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
NAt1-L6 N. tabacum-Petit havana At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
SAt1-L2 S. tuberosum-Desirée At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
SAt1-L3 S. tuberosum-Desirée At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
SAt1-L7 S. tuberosum-Desirée At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
SAt1-L8 S. tuberosum-Desirée At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
SAt1-L9 S. tuberosum-Desirée At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
SAt1-L12 S. tuberosum-Desirée At1g73160  Kanamicina (Km) Positiva 
NC54-L1 N. tabacum-Petit havana MeC54  Higromicina (Hg) Positiva 
NC54-L2 N. tabacum-Petit havana MeC54  Higromicina (Hg) Positiva 
NC54-L3 N. tabacum-Petit havana MeC54  Higromicina (Hg) Positiva 
NC54- L4 N. tabacum-Petit havana MeC54  Higromicina (Hg) Positiva 
NC54-L5 N. tabacum-Petit havana MeC54  Higromicina (Hg) Positiva 
 
3.2. Expresión Tejido-Específica Mediada por los Promotores At1g73160 y MeC54 
en Comparación con CaMV35S. 
En el presente estudio se evaluó la posible expresión tejido-especifica mediada por los 
promotores At1g73160 de Arabidopsis thaliana y MeC54 (proteína rica en ácido glutámico  
c54) de yuca, en comparación con el promotor constitutivo CaMV35S, por medio fusiones 
transcripcionales al gen reportero GUS. Se realizaron tinciones GUS en la totalidad de 
líneas transgénicas obtenidas por triplicado, usando como control negativo los genotipos 
silvestres (wt) de cada especie. La evaluación se realizó en plántulas de cuatro a cinco 
semanas de enraizadas en medio selectivo y sometidas a las mismas condiciones de 
crecimiento (temperatura/ fotoperiodo /humedad). Se presentan resultados 
representativos para cada evento (promotor) y réplica en cada especie. Estos resultados 
se detallan a continuación.  
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3.2.1.  Expresión Tejido Específica Mediada por el Promotor At1g73160. 
La tinción histoquímica GUS sobre plántulas portadoras de la fusión At1g73160::gus fue 
muy similar tanto en tabaco como en papa, la expresión observada fue muy elevada y se 
concentró exclusivamente en tejidos del ápice de la raíz, conservando este patrón en 
todos los eventos, tanto en tabaco como en papa. En el resto de las raíces, así como en 
el resto de tejidos de las plántulas transgénicas (tallos y hojas) no se evidenció expresión 
del gen reportero GUS.  
 
Más específicamente en los cortes histológicos de las tres líneas transgénicas de tabaco, 
se evidenció que la expresión del reportero GUS mediada por el promotor At1g73160 
quedó confinada y fuertemente pronunciada en la epidermis del ápice de la raíz (Figuras 
7, 8 y 9) así como en la caliptra y el tejido meristemático. En papa, el patrón fue muy 
similar al observado en tabaco (figuras 7 y 8), con expresión fuerte en la epidermis del 
ápice radical y caliptra, evidenciándose igualmente expresión en los haces vasculares del 
ápice la raíz (Figura 7D). Este patrón contrasta con el patrón observado en A. thaliana, en 
donde se reporta una expresión concentrada predominantemente en el córtex y los haces 
vasculares a lo largo de toda la raíz, y no solamente en la región apical (Vijaybhaskar et 
al., 2008). 
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Figura 8. Expresión GUS en la epidermis del ápice en raíz de plantas transformadas con 
el promotor At1g73160. 
A. Corte longitudinal del ápice de raíz (NAt1-L1), con un aumento de 400X. B. Corte longitudinal del ápice de raíz (NAt1-L4), con un 
aumento de 1000X. C. Corte longitudinal del ápice de raíz (NAt1-L3), con un aumento de 1000X.  
 
 
 
 
 
 
A B 
C 
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Figura 9. Expresión del gen reportero GUS fusionado al promotor At1g73160 de 
Arabidopsis thaliana, en tabaco y papa. 
Izquierda: Fotografías de raíces de plantas transgénicas obtenidas con estéreomicrosocopio (aumento de 4x). Centro: Fotografías de 
ápices radicales de plantas transgénicas obtenidas con un aumento de 40X . Derecha: Fotografías de cortes histológicos de ápices 
radicales de plantas transgénicas obtenidas con un aumento de 160 X. A: N. tabacum At1g73160- Línea NAt1-L1; B: N. tabacum 
At1g73160- Línea NAt1-L4; C: N. tabacum At1g73160- Línea NAt1-L3; D: S. tuberosum At1g73160- Línea SAt1-L12. 
 
A 
B 
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Figura 10. Tejidos que conforman el ápice de la raíz con expresión GUS predominante en 
la epidermis de Nicotiana tabacum, At1g73160, Línea Transgénica 3 (NAt1-L3). Aumento 
de 40X (Izq) y 160X (Der). 
 
3.2.2.  Expresión Tejido Específica Mediada por el Promotor MeC54. 
En el caso del promotor MeC54 de yuca, no se lograron obtener transformantes de S. 
tuberosum, por lo cual en el presente estudio, sólo se presenta el análisis de expresión 
mediada por este promotor en las distintas líneas transgénicas de tabaco obtenidas. Dado 
que el constructo empleado porta una proteína de fusión reportera eGFP::GUS, se realizó 
el análisis tanto mediante tinción histoquímica GUS como por microscopía de 
fluorescencia. En las distintas líneas transgénicas de tabaco obtenidas, se logró observar 
un patrón de expresión del gen reportero GUS, igualmente confinado al ápice de la raíz, 
presentando bastante similitud con respecto al promotor At1g73160, pero con una menor 
intensidad. En el resto de las raíces y tejidos de las plantas, tampoco se evidenció 
expresión del gen reportero GUS. En los cortes histológicos de las tinciones 
histoquímicas, si bien los patrones se asemejan a los obtenidos por el promotor 
At1g73160, la expresión se concentra más hacia la caliptra y el centro quiescente del 
meristemo apical, y en menor grado en los haces vasculares del ápice radical y la 
epidermis (Figura 10). 
 
 
40X 160X 
Caliptra 
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Figura 11. Expresión del gen reportero GUS fusionado al promotor MeC54 de yuca en 
tabaco. 
Izquierda: Fotografías de raíces de plantas transgénicas obtenidas con estéreomicrosocopio (aumento de 16x). Centro: Fotografías de 
ápices radicales de plantas transgénicas obtenidas con un aumento de 160X . Derecha: Fotografías de cortes histológicos de ápices 
radicales en plantas transgénicas obtenidas con un aumento de 160X. A: N. tabacum MeC54- Línea NC54-L4; B: N. tabacum MeC54- 
Línea NC54-L3;  
 
El análisis de expresión mediante microscopía de fluorescencia en tejido fresco, corroboró 
la expresión confinada e intensa en el centro quiescente del meristemo radical, y en 
menor grado en la epidermis, caliptra y haces vasculares del ápice (Figura 11 ). 
 
El promotor MeC54 de la proteína rica en ácido glutámico C54, fue caracterizado en yuca 
y se le atribuyó una expresión específica en tejidos de raíz y haces vasculares. Mediante 
tinción GUS realizada en tejidos de yuca, se logró observar expresión, en todos los tejidos 
de la raíz, así como en floema, xilema y tejidos de reserva secundarios. Aunque también 
se presentó tinción GUS en tejidos vasculares de tallo y hojas, no se logró corroborar esta 
expresión en los tejidos de hojas mediante análisis Northern blot (Zhang et al., 2003; 
Herma et al 2012).  
A 
B 
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Figura 12. Expresión del gen reportero GFP fusionado al promotor MeC54 de yuca en 
tabaco. Línea NC54-L3 8izquierda) y línea NC54-L4 (derecha). Aumento de 400X. 
 
En el presente estudio se demuestra que, en tabaco, el promotor MeC54 presenta una 
actividad transcripcional muy localizada en el ápice radical, y no en el resto de la raíz. No 
se evidenció actividad promotora en tejidos vasculares de tallos ni en hojas de la raíz 
especialmente en la epidermis de tabaco, conservando el patrón de expresión del  
promotor At1g73160. Los ensayos GUS evidenciaron falta de actividad promotora MeC54, 
tejidos vasculares en hojas o tallos, contrario a lo observado en yuca. La mayor expresión 
se evidenció a nivel de la caliptra y centro quiescente del meristemo radical, sin embargo, 
también se evidenció expresión, aunque muy baja en tejidos vasculares  de los ápices 
radicales. 
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Figura 13. Tejidos que conforman el ápice de la raíz con expresión GUS predominante en 
la epidermis del promotor MeC54 de yuca (Manihot esculenta Crantz), en Nicotiana 
tabacum-Petit Havana línea transgénica 4 y línea transgénica 3 (NC54-L4 y NC54-L3).  
(A). Corte longitudinal NC54-L4. (B y C). Corte longitudinal NC54-L3. (D). Corte 
transversal NC54-L4. (E). Corte longitudinal NC54-L3. 
 
3.2.3.  Expresión Constitutiva del Promotor CaMV35S. 
Este promotor fue utilizado como control de expresión constitutiva, sin embargo al realizar 
las tinciones histoquímicas sobre las distintas líneas transgénicas obtenidas, la expresión 
del gen reportero se observó en todos los tejidos (hojas y tallos) con excepción de las 
raíces,  esto tanto  en tabaco como en papa (figuras 12 y 13).  
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Figura 14. Expresión del gen reportero GUS fusionado al promotor constitutivo CaMV35S, en hojas de 
plantas transgénicas de tabaco y papa. 
Izquierda: Hojas de plantas transgénicas obtenidas con estéreomicrosocopio (aumento de 4x). Centro: 
Fotografías de hojas de plantas transgénicas obtenidas con un aumento de 160X . Derecha: Fotografías de 
cortes histológicos de hojas de plantas transgénicas obtenidas con un aumento de 400 X. (A) Solanum 
tuberosum-Desirée 35S Línea N35S-L 1 (B). N. tabacum-Petiti Havana Linea N35S-L 2. (C). Solanum 
tuberosum-Desirée, N35S-L 4. 
 
La expresión en hojas del gen reportero GUS, mediada por el promotor constitutivo 
CaMV35S, se evidenció todos los tejidos vasculares de la hoja (peciolo, nervios 
principales y secundarios), así como en la (epidermis y el mesófilo, parénquima esponjoso 
y en empalizada), Este mismo patrón se mantuvo en todas las líneas transgénicas 
obtenidas tanto en tabaco como en papa.  
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Figura 15. Expresión del gen reportero GUS fusionado al promotor constitutivo CaMV35S, en tallos de 
tabaco y papa.  
Izquierda: Hojas de plantas transgénicas obtenidas con estéreomicrosocopio (aumento de 4x). Centro: 
Fotografías de tallos de plantas transgénicas obtenidas con un aumento de 16X. Derecha: Fotografías de 
cortes histológicos de hojas de plantas transgénicas obtenidas con un aumento de 16 X. (A) Solanum 
tuberosum-Desirée 35S Línea N35S-L 1 (B).: N. tabacum-Petiti Havana Línea N35S-L 2. (C). Solanum 
tuberosum-Desirée, Línea N35S-L 4. 
 
 
 
Figura 16.Corte transversal de hoja en Solanum tuberosum-Desirée, CaMV35S, línea 
transgénica 4 (N35S-L 4) con expresión del gen reportero GUS. 
(X) Xilema, (F) Floema, (Epi) Epidermis, (Pen) Parénquima en empalizada, (Pe) Parénquima esponjoso, (P) Parénquima. 
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En lo que corresponde a la expresión mediada por el promotor CaMV35S en el eje 
caulinar o tallo se evidenció igualmente un patrón similar entre papa y tabaco (Figura 13), 
presentándose actividad promotora en todos los tejidos y estructuras de los tallos (nudos, 
entrenudos, yemas terminales y axilares, así como haces vasculares endodermis y  
epidermis).  
 
Con respecto a raíz, el promotor constitutivo CaMV35S (35S), no presentó actividad en 
los ápices de las raíces, y en general tampoco a lo largo de toda la raíz primaria 
especialmente en tabaco. En algunas tinciones GUS realizadas en líneas transgénicas de 
papa, se observó expresión en la primera sección de la raíz sin embargo éste no fue un 
patrón constante en todas las repeticiones. Los resultados de este estudio en cuanto a la 
baja actividad del promotor CaMV35S en tejidos de raíz coinciden con observaciones 
similares reportadas en diferentes especies, como se desarrollará más ampliamente en la 
discusión.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
38 EVALUACIÓN DE DIFERENTES SECUENCIAS PROMOTORAS “RAÍZ ESPECÍFICAS” EN PLANTAS 
TRANSFORMADAS DE PAPA Y TABACO MEDIANTE EL USO DE FUSIONES TRANSCRIPCIONALES  
 
4. DISCUSIÓN 
 
4.1. Ausencia de Expresión en Raíz del Promotor CaMV35S. 
Una pieza clave usada en biotecnología vegetal para la expresión constitutiva de 
transgenes en plantas transgénicas y, con un uso extendido en varias configuraciones 
desde la década de los 80s, es el promotor del virus del mosaico de la coliflor CaMV35S. 
Éste promotor de origen viral, muy valorado por su carácter constitutivo, ha sido objeto de 
evaluación por presentar actividad promotora diferencial en los diferentes órganos de 
plantas transgénicas, encontrándose variaciones en su actividad promotora en función 
con la especie, órgano (hojas, tallos y raíz), o tejido evaluado (Kay et al 1987; Philip 1990; 
Xiang et al 1989). 
 
Varios autores reportan acerca de las variaciones dependientes del órgano o tejido en la 
expresión mediada por parte del promotor 35S. Estudios comparativos de la actividad 
promotora de diferentes promotores constitutivos virales por medio de fusiones a genes 
reporteros, en plantas de alfalfa y soya, reportan no sólo que otros promotores virales 
como lo son el virus del mosaico de la escrofularia (FMV) y el virus del mosaico de la yuca 
(CsVMV), presentan mejor actividad promotora en raíz que el promotor 35S, sino que, el 
promotor 35S, presenta menor actividad en raíz que en otras estructuras u órganos de la 
planta, como se observó en el presente trabajo (Govindarajulu et al., 2008; .Samac et al., 
2004). Los resultados de actividad diferencial del promotor 35S obtenidos tanto en papa 
como en tabaco concuerdan con los obtenidos en plantas transgénicas de arroz, en las 
cuales se presentó el doble de actividad GUS, en hojas, comparando con raíz y en los 
análisis histológicos hay ausencia de tinción GUS en la epidermis de la raíz (Battraw et 
al., 1990). 
 
Al analizar con más detalle la actividad del promotor 35S, por medio de deleciones 
selectivas en su secuencia, varios estudios (Odell et al., 1985; Ow et al., 1987; Benfey et 
al., 1989; Fang et al., 1989), permiten definir dos dominios o regiones mayores (A y B), los 
cuales a su vez están subdivididos en cinco subdominios para el dominio B (B1-B5), y dos 
subdominios para el dominio A (A1mp -promotor mínimo. Al comparar la actividad 
promotora del dominio A, por medio de fusiones transcripcionales al gen reportero GUS 
con el promotor rolD, de Agrobacterium rhizogenes en tabaco, se encontró que los niveles 
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de expresión mediados por rolD, son mucho más altos en raíz con respecto al dominio A 
de 35S (Elmayan et al., 1995). El dominio-A del promotor 35S, contiene elementos cis 
activadores de la transcripción llamados ASF-1, que permiten reclutar el Factor-1, el cual 
es un activador transcripcional expresado en tejidos de raíz y sería por ende el 
responsable de la expresión en este órgano (Bhullar et al., 2007). Si comparamos los 
cinco elementos cis-reguladores del promotor MeC54 y los seis descritos en At1g73160 
con lo contenido en el dominio A, se puede observar que estos, contienen un número 
mayor de elementos reguladores, que el dominio-A de 35S. Esto podría explicar la baja 
actividad del promotor 35S, observada en raíz en nuestro trabajo, la cual no se logró 
detectar por medio de las tinciones histológicas GUS. De igual manera, esta diferencia 
podría explicar la intensa actividad transcripcional observada en los ápices de raíz de 
papa y tabaco mediada por los promotores At1g73160 y MeC54. El efecto aditivo de 
elementos cis-reguladores sobre el incremento del reclutamiento específico de los 
factores de transcripción respectivos y, por ende, sobre la activación transcripcional 
resultante, es un efecto ampliamente descrito y conocido dentro de los mecanismos de 
regulación transcripcional usados por los eucariontes (Farrona et al., 2011; Hernández et 
al., 2014; Lam et al., 1989; Lienert et al., 2011; Wakabayashi et al., 1994;). 
 
Fuera de la actividad promotora constitutiva diferencial por parte del promotor 35S, se han 
evaluado los efectos que puede llegar a tener su actividad constitutiva, sobre otros genes 
o promotores cercanos a él, como se demuestra al evaluar los tiempos de floración en 
plantas transgénicas de A. thailiana, en las que la secuencia intensificadora del promotor 
35S (-417 a -86), afecta la expresión de genes ligados a la floración, al ser comparados 
los resultados con plantas transgénicas de A. thailiana, a las cuales se les removió la 
secuencia intensificadora del promotor 35S, observando tiempos de floración normales 
(Yoo et al., 2005). La actividad promotora del 35S, ha sido ligada a convertir promotores 
de genes especifico de órgano o tejido próximos a él, en promotores con actividad 
constitutiva, causando una amplia gama de alteraciones fenotípicas en plantas de tabaco, 
como lo son; reducción de altura, formación de raíces adventicias en hojas y tallos y 
reducción de brotes florales, características poco deseables en un cultivo de interés 
agrícola (Zheng et al., 2007). 
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4.2. Elementos cis reguladores presentes en los promotores At1g73160 de 
Arabidopsis thaliana, y MeC54 (glutamic acid rich protein c54) de yuca. 
La regulación en la expresión de genes involucra múltiples sistemas de regulación 
esenciales para el desarrollo de los organismos. En plantas la expresión selectiva de un 
set de genes en el desarrollo, está directamente dirigida a los tiempos de diferenciación 
celular y la respuesta a estímulos medio ambientales (absorción de nutrientes, frío, calor, 
disponibilidad de agua o incidencia de enfermedades o plagas), (Ibraheem et al., 2010; 
Christ et al., 2013). La regulación transcripcional de genes en plantas se concentra en la 
cercanía de la región promotora, la cual consiste en una secuencia de DNA que contiene 
tanto los elementos para el reclutamiento de los factores de transcripción generales que 
hacen parte del complejo de preiniciación de la transcripción, como los elementos cis-
reguladores encargados de reclutar los factores de transcripción (activadores o 
represores), la mayoría de ellos situados dentro de las 1000 pares de bases (pb), 
corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción (Dean et al., 1995). Los elementos 
cis-regulatorios son secuencias de DNA específicas o motivos de aproximadamente 5-
25pb, reconocidos específicamente por factores de transcripción o complejos entre los 
mismos, y cuyas repeticiones y combinaciones en forma de clusters o grupos de 
elementos reguladores en las regiones promotoras, determinando los patrones espacio 
temporales de transcripción de los genes (Rani., 2007). Los motivos cis-reguladores son 
funcionalmente relevantes en la expresión específica de tejido u órgano asociada tanto 
con los procesos de desarrollo y crecimiento de los órganos, como a las respuestas 
fisiológicas a estímulos ambientales tanto bióticos como abióticos (Ibraheem et al., 2010). 
 
En el presente estudio se analizó la actividad de los promotores reportados como raíz 
específicos At1g73160 y MeC54, a través de la expresión heteróloga de genes reporteros 
en plantas de papa y tabaco. La alta actividad en tejidos de ápices de raíz observada para 
estos promotores puede deberse a la presencia en sus respectivas secuencias de 
elementos cis-reguladores, que reclutan factores de transcripción expresados y activos en 
estos tejidos radicales, bajo las condiciones de desarrollo evaluadas. Con el fin de 
identificar en estos promotores, posibles elementos que permitan explicar los patrones 
observados, se realizó una búsqueda predictiva actualizada de elementos cis-reguladores 
en las secuencias de los promotores At1g73160 y MeC54, empleando la herramienta de 
búsqueda en la base de datos especializada PLACE de elementos cis-reguladoras de 
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plantas (Plant Cis Acting Regulatory DNA Elements Database, Higo et al., 1999) así como 
con la herramienta NSITE-PL de portal de herramientas bioinformáticas Softberry 
(Solovyev et al., 2010). Entre los diferentes y múltiples posibles elementos identificados 
en forma complementaria por ambas herramientas, se identificaron varios reportados en 
la literatura como de expresión tejido específica en raíz (Tabla 10). A continuación se 
resumen los elementos presentes en las secuencias de estos dos promotores que, por el 
tipo de factor de transcripción que podrían estar reclutando, servirían como elementos de 
explicación probables de los patrones de expresión observados.  
 ASF1 MOTIF CAMV: Es un motivo que recluta al factor de transcripción ASF, un 
miembro de la familia TGA de factores de transcripción con un dominio básico de unión en 
cremallera de leucina bZIP (main/leu zipper). Este motivo contiene elementos con 
secuencias TGACG (Zhang et al.,1999). El motivo ASF -1, está asociado con actividad 
constitutiva en raíz. Este elemento cis-regulador, ha sido identificado en el promotor 
CaMV 35S, así como en otros promotores virales y promotores de Agrobacterium 
tumefaciens (Després et al., 2003; Krawczyk et al., 2002).  
 ARFT: Son elementos de una familia de diez factores de transcripción, que tienen 
especificidad de unión a la secuencia TGTCTC, presentes en promotores con elemento 
de respuesta a auxina (AuxREs). Al examinar la familia ARF, mediante Northern blot, se 
comprobó la expresión en niveles equivalentes en raíz, órganos aéreos y cultivo de 
células en suspensión expresándose en todos los órganos de plantas maduras de 
Arabidopsis thaliana (Ulmasov et al., 1999). 
 SURE-core: Este elemento cis-regulador de 16pb, fue aislado de la posición -2777 
a -2762 del promotor SULTR1;1, de Arabidopsis thaliana, y responde o induce expresión 
de genes sensibles a azufre. Se comprobó por diferentes metodologías entre ellas 
deleciones, que el elemento cis-regulador SURE, es necesario en la respuesta a la 
expresión de un set de genes requeridos para la adaptación a la deficiencia de sustratos 
azufrados con expresión focalizada epidermis y córtex de raíz (Nakashita et al., 2006; 
Nakashita et al., 2006; Yoshimoto et al., 2002). Este elemento podría por tanto, en 
conjunto con los ARFT, contribuir en dirigir la expresión tejido-específica a ciertos tejidos 
de la raíz como el córtex, lo cual fue observado en este trabajo. 
OSE2ROOTNODULE y OSE1ROOTNODULE: Estos motivos son elementos 
característicos de promotores de Leghemoglobina en zonas fijadoras de nitrógeno y otros 
promotores de genes expresados en nódulos de raíz. Están igualmente presentes en 
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células de tejidos nodulares de raíces colonizadas por endomicorrizas. Fueron reportados 
inicialmente en los promotores Ibc3 y N23 de nódulos raíz en soya en 1990, así como en 
otros promotores de leghemoglobina, como lo son Vflb29 y Vflb3, los cuales dieron 
actividad histoquímica localizada GUS en nódulos de raíz en plantas transgénicas de 
arveja (Pisum sativum), haba (Vicia faba) y carretón (Medicago truncatula). Las 
secuencias conceso para estos dos elementos cis-reguladores, son iguales a los 
encontrados en soya (AAAGAT y CTCTT), y son parte de los “organ-specific elements” 
(OSE), reportados inicialmente por Stougaard en 1987, (Fehlberg et al., 2005; Stougaard 
et al., 1990; Vieweg et al., 2004). 
 
Tabla 10. Elementos cis-reguladores presuntivamente en los promotores At1g73160 y 
MeC54. 
PROMOTOR At1g73160 
MOTIVOS DE RAÍZ SECUENCIA FUNCIÓN REFERENCIA 
ASF1 MOTIF CAMV TGACG 
Sitio de unión para el activador de la 
transcripción ARF de respuesta a 
auxinas/ácido salicílico 
Krawczyk et al., 2002 
ARFT TGTCTC 
Elemento de respuesta a auxinas involucrado 
en cambios de expresión de genes asociados 
con desarrollo en raíz (división celular, 
elongación, formación de raíz y diferenciación)  
Ulmasov et al., 1999 
SURE core 
GAGAC cis-elemento de acción por deficiencia a 
azufre, factor de transcripción SULTR1 
Nakashita et al., 2006 
OSE2ROOTNODULE AAAGAT 
Motivo consenso de elementos órgano 
específico, característico de promotores 
activado en infección en nódulos de raíz 
Fehlberg et al., 2005 
Vieweg et al 2004 
OSE1ROOTNODULE CTCTT 
Motivo consenso de elementos órgano 
específico, característico de promotores 
activados en nódulos de raíz 
Fehlberg et al., 2005 
Vieweg et al 2004 
RAV1AAT CAACA 
Elemento cis para los factores de transcripción 
RAV1 con expresión alta en hojas y raíz 
Kagaya et al., 1999 
ROOTMOTIFTAPOX1 ATATT Promotor especifico de raíz Elmayan et al., 1995 
SBF-1 o GT-1CORE GGTTAA 
Elemento de respuesta a la luz, expresión 
tejido específica en hojas y raíz. 
Lawton et al., 1991 
Zhou., 1999 
PROMOTOR C54-(MESC) 
MOTIVOS DE RAÍZ SECUENCIA FUNCIÓN REFERENCIA 
NTBBF1ARROLB ACTTTA 
Requerido para la expresión tejido específica 
en raíz y la inducción por auxinas 
Baumann et al., 1999 
RAV1BAT CACCTG 
Factor de transcripción de unión al DNA con 
expresión alta en hojas y raíz 
Kagaya et al., 1999 
ROOTMOTIFTAPOX1 ATATT Promotor especifico de raíz  Elmayan et al., 1995 
SORLIP1AT GCCAC 
Secuencia sobre representada en promotores 
inducidos por luz, genes específicos de raíz  
Hudson et al., 2003 
Jiao et al., 2005 
SBF-1 o GT-1CORE GGTTAA 
Elemento de respuesta a la luz, expresión 
tejido específica en hojas y raíz. 
Lawton et al., 1991 
Zhou., 1999 
 
 RAV1AAT y RAV1BAT: Son elementos cis-reguladores reportados en A. thaliana, 
como de unión específica para los factores de transcripción RAV1 y RAV2. Análisis de 
expresión transcripcional de estos factores mediante hibridación por northern blot 
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revelaron que RAV1 se expresa en todos los órganos examinados, sin embargo los 
niveles de expresión fueron más altos en hojas y raíz (Kagaya et al., 1999). 
 SBF-1 o GT-1CORE: Son motivos cis-reguladores con secuencia GGTTAA que 
reclutan al, factor de transcripción SBF-1, el cual interactúa con el promotor CHS15, de 
genes de defensa en fríjol, que controla el gen de la chalcona sintetasa (CHS), 
responsable de catalizar la biosíntesis de flavonoides y fitoalexinas. Este elemento cis-
regulador está involucrado en la expresión específica de órgano, durante las fases de 
desarrollo en plantas. Ciertos reportes demuestran que el factor de transcripción SBF-1 es 
idéntico o cercanamente relacionado con el factor GT-1, factor igualmente involucrado en 
la regulación de la síntesis de flavonoides como respuesta de protección a luz UV en 
hojas. Una característica interesante es que los genes CHS también se expresan en raíz, 
notablemente en el meristemo radical y los sitios de formación de raíz lateral, lo cual se 
relaciona con funciones de los flavonoides como moduladores de transporte polar de 
auxinas (Lawton et al., 1991), por lo tanto, este elemento, presente en los dos promotores 
e expresión en raíz evaluados en este trabajo, podría ser igualmente un importante 
elemento que condiciona la expresión confinada al meristemo apical, en combinación con 
los demás elementos de expresión en tejidos de raíz. 
 ROOTMOTIFTAPOX1: Es un elemento cis-regulador, identificado por su secuencia 
ATATT, el cual forma parte del promotor rolD de Agrobacterium rhizogenes, y está ligado 
a la expresión de genes en la zona de elongación y tejido vascular en raíz. En los estudios 
realizados al promotor rolD fusionado el gen reportero gus en plantas transgénicas de 
tabaco, se encontró que presentaba fuerte actividad en la zona de elongación y tejido 
vascular de raíz y muy bajos niveles en hojas. En otro trabajo realizado con el promotor 
del transportador de glutatión de arroz (OsGT1), se encontraron 18 motivos 
ROOTMOTIFTAPOX1, en su secuencia los cuales se identificaron como responsables de 
la alta actividad órgano específica tanto en arroz como en A. thaliana (Elmalayan et al., 
1995; Wang et al., 2007). Este elemento, que aparentemente logra estar conservado y 
mantener su carácter mediador de expresión tejido específica en raíz entre diferentes 
especies y presente en los promotores de oncogenes de un patógeno de plantas cuya 
evolución ha logrado un alto grado de especialización asociada a la expresión raíz 
específica de sus oncogenes, se perfila como uno de los mejores candidatos a influir 
favorablemente en la expresión confinada a tejidos de raíz de los promotores At1g73160 y 
MeC54. Cabe destacar que se envidenció, en ciertas líneas transgénicas obtenidas en 
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papa y tabaco expresión, actividad de estos promotores en células meristemáticas y 
vasculares del ápice de raíz, región con alta actividad mitótica y de elongación en la raíz. 
 NTBBF1ARROLB: Es un elemento cis-regulador con secuencia ACTTTA, el cual 
se encuentra igualmente en el promotor de los oncogenes rolB de A. rhizogenes. A este 
elemento regulador se une el factor de transcripción Dof-NtBBF1, el cual está implicado 
tanto en la expresión específica de tejido radical como en la expresión inducible por 
auxina de rolB. Estudios de este promotor en plantas transgénicas de tabaco en los 
cuales se realizaron deleciones del motivo ACTTTA, mostraron una pérdida de actividad 
de este promotor en el meristemo apical y sistema vascular de raíz, demostrando que 
este motivo es esencial para la activación de los oncogenes rolB en tejido radical en 
crecimiento (Baumann et al., 1999). Así, al igual que el anterior elemento cis, este motivo 
se perfila como uno de los elementos que más ha podido condicionar los patrones de 
expresión obtenidos por los promotores At1g73160  y MeC54 en este estudio. 
 SORLIP1AT: Secuencia sobre representada en promotores inducidos por luz, en 
A. thaliana. Este elemento también está presente en promotores de genes que presentan 
expresión preferencial en tejidos de raíz y cotiledones raíz y cotiledones (Hudson et al 
2003). 
 
Los elementos anteriormente expuestos demuestran que los promotores At1g73160 de 
Arabidopsis thaliana, y MeC54 (glutamic acid rich protein c54) de yuca, contienen varios 
de los motivos cis-reguladores, responsables de patrones de expresión específica en 
tejido de raíz, como meristemo radical, cortex o haces vasculares observados en varias 
especies vegetales como A thaliana, tabaco, arroz o leguminosas. La combinación de 
estos elementos en los dos promotores evaluados podría explicar en gran medida los 
patrones de actividad transcripcional obtenidos en este trabajo, tanto en papa como en 
tabaco. La similitud en los patrones de expresión encontrada para los dos promotores en 
tabaco, puede deberse a que en el estadío de desarrollo evaluado (plántulas in vitro con 
enraizamiento de 4-5 semanas), no todos los factores de transcripción asociados con 
desarrollo diferencial de la raíz y susceptibles de unirse a los elementos cis de ambos los 
promotores se están expresando, con lo cuál probablemente sólo estarían activando la 
transcripción algunos factores que se unen a elementos compartidos entre ambos 
promotores, como los descritos anteriormente. Las diferencias con respecto a los 
patrones de expresión observados para estos mismos promotores en sus respectivas 
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especies, son sin embargo marcadas, al no observar expresión de genes reporteros a lo 
largo de toda la raíz (promotor At1g73160, Vijaybhaskar et al., 2008) o en tejido vascular 
de raíz y tallos (promotor MeC54, Zhang et al., 2003). Se proponen dos posibles 
explicaciones a estas diferencias: la más evidente puede basarse en el hecho que tanto 
los patrones de regulación como los factores de transcripción implicados así como los 
elementos cis-regulatorios, no idénticos entre diferentes especies de plantas. Si bien los 
procesos de desarrollo como puede ser el desarrollo del sistema radical, pueden estar 
relativamente conservados entre especies en cuanto a algunas miembros y familias de 
factores de transcripción implicados, o redes de regulación y activación globales, algo 
más caracterizadas en especies modelo como A. thaliana, más allá de las diferencias o 
distancias genéticas, la regulación génica incluso limitándola a tan sólo la transcripción, 
involucra muchos niveles de complejidad, variaciones y modulación fina, que van desde la 
combinación diferencial de elementos cis presentes en un promotor, la combinatoria 
asociada  a las posibilidades de interacción entre factores de transcricpión o entre éstos y 
proteínas del complejo mediador o complejo de preiniciación, hasta los posibles efectos 
de variación en la distancia, el número, o polimorfismos de secuencia tanto en los 
elementos cis, como en los factores de transcripción (existencia de ortólogos, número de 
miembros de una familia, parálogos, variantes de splicing), como para esperar altos 
niveles de identidad en los patrones de expresión mediados por La segunda explicación, 
la cual no está del todo desligada de la primera, involucra más bien los efectos 
ampliamente reportados, de la multiplicidad de factores o condiciones fisiológicas,  
ambientales, asociadas con el desarrollo (edad) o condiciones de cultivo, sobre la 
actividad espacio temporal  de los promotores (Christ et al. 2013 ). Si bien el análisis 
comparativo de los patrones de expresión se buscó realizar en dos especies diferentes, 
aunque ambas fueran solanáceas, se realizó en plántulas transgénicas con la misma 
“edad” o tiempo de regeneración (30 días) y bajo las mismas condiciones de cultivo in 
vitro, lo que pudo explicar que el patrón observado se mantuviera entre líneas y o 
especies, y sea diferente de lo reportado en las especies originales. Sin embargo, sería 
necesario evaluar los patrones de expresión mediados por estos mismo promotores, en 
plantas de tabaco y papa a distintas edades de desarrollo y endurecidas en sustrato, de 
manera a aproximarse a condiciones fisiológicas y de desarrollo más autótrofas. 
Adicionalmente, es importante verificar si este patrón de expresión también se mantiene 
bajo diferentes tipos de estrés  abióticos o incluso biótico. Este tipo de estudios se han 
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realizado recientemente en plantas transgénicas de Arabidopsis lyrata, para evaluar seis 
promotores de A.thaliana (At5g54370, At4g00080, At5g43520, At5g60530, At5g60520 
At3g60530) con actividad promotora tejido específica en raíz (Christ et al. 2013). Las 
plantas portadoras de fusiones génicas al gen reportero gus, fueron expuestas a 
diferentes tipos de estrés abiótico (frío, calor, salinidad, estrés oxidativo). Los autores 
encontraron que la expresión raíz-específica del reportero GUS se mantenía bajo 
diferentes condiciones de estrés abiótico, pero que los niveles de expresión variaban 
significativamente con cada tipo de estrés (Christ et al., 2013).  
 
4.3. Perspectivas de validación y evaluación de los promotores At1g73160, y 
MeC54. 
En este trabajo logró cumplir con los objetivos propuestos y delimitados en el tiempo y 
alcance, como lo fueron la obtención de distintas líneas transgénicas de papa y tabaco, 
portadoras de fusiones transcripcionales de dos promotores reportados como ‘raíz 
específicos’ y un promotor constitutivo, con el fin de poder evaluar comparativamente su 
actividad promotora y verificar su carácter “raíz específico” en forma heterólogas.  
 
Sin embargo los resultados obtenidos permiten identificar nuevas oportunidades de 
complementar el estudio a raíz de las nuevas preguntas que generaron. Se recomienda 
entonces realizar una serie de actividades posteriores para complementar la evaluación 
de los promotores anteriormente estudiados y en general para cualquier secuencia 
promotora a evaluar a futuro.  
a). Con el fin de ratificar los efectos sobre la expresión tejido-específica de cada elemento 
cis presuntivo, identificado via bioinformática en las secuencias promotoras evaluadas, se 
sugiere realizar deleciones dirigidas a estos a estos elementos cis-reguladores descritos 
en la tabla 10 (ROOTMOTIFTAPOX1, OSE2ROOTNODULE y OSE1ROOTNODULE, 
SURE-core y ASF1 MOTIF CAMV) obteniendo los promotores mutantes respectivos para 
la construcción de nuevas fusiones transcricionales objeto de evaluación en papa y 
tabaco. Esta aproximación se ve facilitada por las oportunidades y la accesibilidad 
ofrecidas por servicios de síntesis de secuencias largas de ADN. 
 
b). Se hace necesario evaluar las diferentes líneas de plantas transgénicas de tabaco y 
papa endurecidas en sustrato con un sistema radical más desarrollado, en varias edades 
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de desarrollo, así como sometidas a diferentes tipos de estrés abióticos (calor, frío, 
salinidad, estrés osmótico, hídrico u oxidativo), con el fin de evaluar la estabilidad o 
variaciones en la expresión tejido específica en raíz, mediada por los dos promotores 
At176130 y MeC54. Esto último cobra mayor importancia si se requiere analizar la 
factibilidad de emplear estos promotores en aplicaciones biotecnológicas para expresión 
de transgenes confinada a raíz, y en la cual se debe mantener estable dicha expresión en 
un gran número de condiciones y estadios de desarrollo.  
 
Es importante destacar que la identificación de promotores con actividad específica de 
tejido, es de enorme importancia para los programas de mejoramiento genético, 
biotecnológico. En Colombia, las iniciativas más avanzadas de mejoramiento 
biotecnológico de cultivos nativos (papa criolla y yuca), adelantadas o liderados por el 
Centro de Investigaciones biológicas CIB y el Cetro Internacional de Agricultura Tropical 
CIAT, respectivamente, aún están en etapas de desarrollo y/o evaluación de 
bioseguridad, con lo cual se hace importante diversificar todas las aproximaciones 
encaminadas a la identificación y estudio de genes con potencial biotecnológico, pero 
también de otros elementos clave en la expresión de estos transgenes como son los 
promotores.  
 
En muchos casos, se hace necesario que, la expresión de un transgen sea localizada a 
tejidos particulares de un órgano de la planta en donde se quiere realizar la modificación o 
mejora genética, o que ésta expresión no se desee ni requiera en forma constitutiva, con 
el fin de prevenir alteraciones en el desarrollo, tasa fotosintética o rendimiento de la 
planta. 
 
La utilización de promotores heterólogos, como es el caso de las secuencias At1g73160 o 
MeC54, con alta actividad promotora en tejido de raíz, podrían ser, de llegarse a verificar 
la estabilidad de su actividad en tejidos de raíz en plantas desarrolladas y bajo 
condiciones de campo, una gran herramienta para la expresión focalizada por ejemplo de 
genes de defensa a enfermedades y plagas del suelo, genes que optimicen la absorción 
de nutrientes o de tolerancia a estrés abiótico (estrés hídrico, salinidad, heladas, metales 
pesados, pH ácidos), o genes metabólicos cuya expresión se busque alterar en raíces 
comestibles con fines nutricionales o industriales. 
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5. CONCLUSIONES 
 
 
 Se obtuvieron y confirmaron líneas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum) y 
papa (Solanum tuberosum L) portadoras de las fusiones transcripcionales de los 
promotores constitutivo CaMV35S y de expresión en tejidos de raíz At1g73160 de A. 
thaliana. 
 
 Se obtuvieron y confirmaron líneas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum) 
portadoras de la fusión transcripcional del promotor de expresión en tejidos de raíz y 
haces vasculares MeC54 de yuca. 
 
 Tanto el promotor At1g73160 como el promotor MeC54 presentaron actividad 
específica confinada a tejidos del ápice de la raíz (caliptra, epidermis y meristemo radical) 
con patrones muy similares tanto en papa como en tabaco para el promotor At1g73160. 
 
 El promotor constitutivo CaMV35S no presentó una alta actividad en raíz, ni en 
tabaco ni en papa, con lo cual no es recomendable su utilización en caso de requerir 
expresión alta y estable en tejidos de raíz. 
 
 Los promotores At1g73160 y MeC54 son buenos candidatos para complementar su 
estudio y caracterización con miras a optimizarlos o combinarlos con otras secuencias con 
el fin de obtener alta expresión confinada en determinados tejidos de raíz. 
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ANEXO 1. PROTOCOLO PARA TRANSFORMACIÓN DE TABACO 
 
 
Preparación de la Bacteria 
 Inducción de las cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 x pBI121 o pBI-ATP o 
pGP-C54 + pSOUP: 
 Primer día:  
1. Tomar 10 ml de medio LB (Tubos Falcón 50ml) )  (10 ul de Tetraciclina a 10 mg/ml 
en caso de portar el plásmido helper pSOUP). 
2. Adicionar 500ul de sacarosa 10% 
3. Adicionar 10ul de Kanamicina (50mg/ml)  
4. Adicionar 10ul de Rifampicina (50mg/ml)  
5. Transferir un inóculo de 20ul de la bacteria (Stock almacenado a –80°C o una sola 
colonia en LB-agar). 
6.  Incubar toda la noche a 28°C/120-180rpm. 
 
 Segundo día: 
1. Tomar 100ul del cultivo bacteriano y diluirlo en 20ml de medio LB en un erlenmeyer 
de 250ml.  
2. Adicionar 1000ul de glucosa al 10%. 
3. Adicionar 20ul de Kanamicina (50mg/ml) (20 ul de tetraciclina a 10 mg/ml). 
4. Adicionar 20ul de Rifampicina (50mg/ml)  
5. Incubar toda la noche a 28°C/120-180rpm. 
6. Verificar en la mañana siguiente la densidad óptica a 600nm hasta que alcance 
entre 0.3 (3*106 células/ml) y 0.5 (5*106 células/ml). 
7. Centrifugar el cultivo a 3000rpm por 5min y resuspender en igual volumen de medio 
LB sin antibióticos. 
8. Adicionar 20ul de Acetosiringona 100mM (20mg/ml) en DMSO incubar a 
temperatura ambiente 10-20min, antes del proceso de transformación de los discos 
de hoja de tabaco.  
9. Preparar 4 litros de medio R sin BAP o en su defecto agua tipo 2 previamente 
esterilizada y que se encuentre a temperatura ambiente para los continuos lavados 
posteriores al co-cultivo. 
 
Transformación de tabaco. 
1. Tomar hojas de tabaco grandes de color verde. Cortar discos de hoja con una 
perforadora de papel previamente esterilizada, esto asegura un diámetro uniforme 
de entre 5 a 6mm, de diámetro en los explantes agilizando la obtención de tejido 
vegetal a transformar, minimizando la deshidratación del explantes y por 
consiguiente su deterioro. 
2. Añadir Silvet L/77 a 0.005% (v/v), 5ul por 100ml de medio LB o 1ul para 20ml. 
Sumergir los explantes en la suspensión bacteriano 
3. Agitar suavemente por 2 minutos. 
 
 Cocultivo. 
1. Retirar los explantes y secarlos suavemente sobre una toalla de papel estéril. 
2. Sembrar los explantes por el envés en medio de regeneración. (R+acetociringona 
100mM para 100ml de medio LB agregar 100ul de Acetosiringona 100mM para 
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obtener una concentración final en el medio LB 100uM). Dejar 2 días en este 
medio, en oscuridad y a 21oC. 
 
 Selección. 
1. Lavar los explantes en medio R líquido MS o agua tres veces por 30min a 120rpm, 
suplementado con Cefotaxime o Carbenicilina 500mg/l. 
2. Lavar los explantes en medio R líquido o agua por 30min y adicionarle a la solución 
400mg/l carbenicilina más 400mg/l cefotaxime, en caso de observar exceso de 
crecimiento bacteriano durante el co-cultivo. 
3. Secar los explantes por ambos lados en toallas estériles de papel. 
4. Sembrar los explantes por el envés en medio de Regeneración con los antibioticos 
Cefotaxime 400 mg/l + Carbenicilina 400mg/l más antibiótico de selección (Km 
50mg/l o Hg 7mg/l) e incubar a 21oC con fotoperiodo de 12h por dos semanas. 
5. Observar a las primeras 24h y 48h indicios de contaminación, si existen proceder 
con lavados (pasos 1-4) y monitorear cada 24h. Dejar en este medio por 10 días, 
monitoreando a diario y realizando lavados desde el primer indicio de 
contaminación. Si el crecimiento bacteriano es mínimo y no afecta todos los 
explantes, evitar lavar los explantes no contaminados y separarlos en otro caja 
primero, después realizar lavado solo a los contaminados. Registrar color de los 
explantes indicios de oxidación, necrosis, cotaminación, formación de callo. 
6. Mantener en este medio 20 días y subculticultivar cada 10 días a un medio nuevo 
hasta que se obtengan brotes subcultivables y se generen las plantas transgénicas 
de tabaco aproximadamente ½ a 2 meses (brotes de 1.5cm y de > 1mm de grosor, 
en cada subcultivo si se forma callo verde se puede cortar éste en varios pedazos y 
sembrarlos en medio fresco). 
 
 
 Elongación. 
1. Los brotes obtenidos putativamente transformados se siembran en medio de 
Elongación/enraizamiento con una concentración mayor de agente selectivo (Km 
100mg/l, Hg 10mg/l) hasta enraizamiento y que alcancen un tamaño adecuado.  
 
 Preparación de Reactivos. 
1. Preparación de Acetosiringona. 
Para un stock 100mM. Pesar 100mg en 10ml de solución. Disolver en DMSO y luego 
lícuotar y consercultivar a –20°C. 
2. Preparación de Cefotaxime. 
Para un stock 400mg por ml. Disolver en agua destilada estéril, agitar en vortex. 
Esterilizar por filtración, alícuotar y conservar a –20°C. 
3. Vitaminas B5 (100ml). 
Pesar 1g de Tiamina, 0.1g de ácido nicotínico y 0.1g de piridoxina, disolver en agua 
destilada, esterilizar por filtración alícuotas en tubos estériles y consercultivar a 4ºC. 
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MEDIO DE REGENERACIÓN PARA TABACO (Medio R) 
REACTIVOS 250 ml 500ml 1L 2L 3L 
Sales Murashige y 
Skoog (ml) 
25ml  50ml 100ml 200ml 300ml 
KI (ml) 0.5 ml  1.0ml 2.0ml 4.0ml 6.0ml 
Q.Férrico (ml) 1.25ml  2.5ml 5.0ml 10ml 15ml 
Inositol(g) 0.025g  0.05g 0.1g 0.2g 0.3g 
BAP(1mg/ml) 0.25ml  0.5ml 1.0ml 2.0ml 3.0ml 
Vitaminas B5 (ml) 0.25  0.5 1.0 2.0 3.0 
Sacarosa 3% (g) 7.5g  15g 30g 60g 90g 
pH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 
Agar Difco(g) 2.0g 4.0g 8.0g 16g 24g 
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ANEXO 2. 
Aislamiento de DNA de Plantas in vitro 
 
NOTA 
 
El buffer de extracción debe ser fresco, antes de iniciar la extracción coloque el 
isopropanol, etanol al 70% y cloroformo: alcohol isoamílico a –20°C. 
 
 PROCEDIMIENTO 
 
1. Si es material in vitro: A 10-20 mg de tejido fresco foliar, adicionar 300l de 
buffer de extracción, procure que la superficie de la hoja tenga contacto con el 
buffer, para lo cual se invierte el tubo verificando que la superficie sea 
humedecida. 
 
Inmediatamente se debe colocar el tubo en hielo, para su posterior transporte a la 
zona en donde será macerado. 
 
2.  El tejido se macera con ayuda de una broca, se homogeniza y luego se 
agregan 600l del buffer de extracción, e inmediatamente se invierten los 
tubos, luego de lo cual se colocan en hielo mientras se terminan de macerar 
las otras muestras. 
 
3.  Los tubos se incuban en baño de maría a 65°C por 1 hora, mezclando los 
tubos por inversión cada 15 minutos. Tenga cuidado de que no se destapen 
por el calor.  
 
4. Adicionar 600l de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) frío, e invertir las 
muestras durante 5 minutos.  
 
5. Centrifugar a 10.000 r.p.m. por 10 minutos. (Almacene cloroformo:alcohol 
isoamílico a 4°C). 
 
Retirar los tubos con mucho cuidado de forma tal que la interfase no se dañe. 
Debe cuidar de tener los tubos lo más recto posible y con la ayuda de una 
micropipeta de 200l, lentamente extraiga 600l del sobrenadante, teniendo 
cuidado de no alterar la interfase. El sobrenadante es transferido a un nuevo tubo 
(se recomienda tubos de 2 ml ya que el pellet se adhiere mejor a la base).  
 
6. Adicione 1 vol (600l). de isopropanol frío (-20°C), invierta suavemente 5 
veces. En este momento puede seguir con el paso 10, o dejar precipitando a 
temperatura ambiente durante un periodo de tiempo más prolongado.  
 
7. Centrifugar a 10.000 r.p.m. por 10 minutos. El sobrenadante es removido y se 
adicionan 600l de etanol al 70 %, despegue el pellet suavemente. 
 
54 EVALUACIÓN DE DIFERENTES SECUENCIAS PROMOTORAS “RAÍZ ESPECÍFICAS” EN 
PLANTAS TRANSFORMADAS DE PAPA Y TABACO MEDIANTE EL USO DE FUSIONES 
TRANSCRIPCIONALES 
 
8. Centrifugar a 10.000 r.p.m. por 5 minutos, retirar el sobrenadante y secar el 
pellet  dejando los tubos abiertos una hora a temperatura ambiente. 
 
9. El pellet se resuspende en 20 ó 30 ul de agua milliQ estéril. Deje reposar a 
4°C una hora o toda la noche y resuspenda el pellet. Agregue RNAasa de 
modo que quede a una concentración final de 10 – 20 ug/ml.  
 
10. La muestra se incuba a 37°C por 30 min. Conservar a – 20°C. 
 
11. En un gel de agarosa al 1% correr 1l de la muestra para verificar calidad la 
extracción. Cuantificar por espectrofotometría. 
 
 PREPARACIÓN DEL BUFFER DE EXTRACCIÓN: 
 
Este buffer está compuesto de varias soluciones, cada una de las cuales debe ser 
preparada en forma independiente. 
 
Pesar 0.160gr de metabisulfito de sodio, este debe ser disuelto en 10ml de Buffer 
1, luego adicionar: 
10ml de Buffer 2 
8 ml de Sarcosyl al 5% 
1.8ml de Ácido cítrico al 10% pH 7.6  
 
 Componentes buffer de extracción  
 
Preparar con agua destilada autoclavada 
 
Metabisulfito de sodio = Sodium metabisulfite (Sigma S1516) 
 
Sarcosyl = N-Lauroyl Sarcosine (Sigma L9150) 
 
 
Buffer 1: Sorbitol 63.77 g/L   
Tris 12.11 g/L 
EDTA sodium salt 1, 86 g/L pH 8.2   
 
Buffer 2: 200 ml 1.0M Tris 
200 ml 0.25 M EDTA 
400 ml 5.0 M NaCl 
20 gr CTAB 
200 ml de agua destilada. 
La mezcla se deja en agitación over night, luego ajustar  
pH a 7.5 
 
 PREPARACIÓN DE RNAsa 
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5 mg/ml.  Para 20 ml: disolver 100 mg de RNAse en 20 ml de 0.05% de ácido 
acético glacial, transferir a un tubo cónico de 50 ml. Colocar el tubo a hervir 15 
minutos, enfriar a temperatura ambiente y neutralizar por adición de 120 ul de Tris 
pH 8.0 
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ANEXO 3 
 
 PCR de DNA total de plantas transgénicas N. tabacum, cv Petit Havana y S. 
tuberosum cv Desirée con los promotores CaMV35S y At1g73160. Se 
prosiguió con extracción de ADN según el protocolo descrito en el anexo 1, para 
plantas in-vitro. Con estas muestras se llevó acabo amplificación por PCR con el 
fin de verificar su transformación positiva, Para controlar posibles inhibiciones de 
la DNApolimerasa, se realizaron PCRs del gen de la rubisco. Como controles 
positivos, se emplearon las distintas parejas de primers empleando como molde 
los vectores binarios pBI121 y pBI-ATP. Como controles negativos de cada 
reacción se utilizaron las diferentes mezclas de primers sin DNA molde. 
Finalmente como control negativo de transformación, se empleó material genético 
de plantas de N. tabacum, Petit Havana y S. tuberosum Desirée no transformadas 
(Figuras 12-18). 
 
Las respectivas mezclas empleadas, con la secuencia de los primers son 
resaltadas con colores para facilitar su ubicación en los vectores que se 
encuentran en la metodología y el tamaño en pares de bases producto de la 
amplificación, los cuales fueron resaltados en color oliva, los amplificados 
esperados son:  
 
 Para el promotor constitutivo CaMV35S. 
Primers 35S = 35S-1 +35S-2 = amplificado 195pb. 
Primers GUS = GUS F + GUS R = amplificado 531pb. 
Primers Bgluc = Bgluc-FW + Bgluc-RV = 150pb. 
(M4) = Mix 4 primers 35S-FW + GUS R = 1640pb. 
(M5) = Mix 5 primers 35S-FW + Bgluc-RV = 655pb. 
(M6) = Mix 6 primers Rub-Fw + Rub-RV = 80pb. 
 
 Para el promotor At1g73160 de Arabidopsis thaliana (ATP). 
Primers Nos = Nos-Fw + Nos-RV = amplificado180pb.  
Primers GUS = GUS F + GUS R = amplificado 531pb. 
Primers Bgluc = Bgluc-FW + Bgluc-RV = amplificado150pb. 
(M4) = Mix 4 primers Rub-Fw + Rub-RV = 80pb. 
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Figura 15. PCR sobre DNA de plantas transformadas con el promotor constitutivo 
35S, amplificación con los primers GUS y 35S. 
 
 (1, 2, 3) = Evento 1 N. tabacum 35S = amplificación positiva. 
 (4, 5, 6) = Evento 2 N. tabacum 35S = amplificación positiva. 
 (7, 8, 9) = Evento 1 N. tabacum 35S = amplificación positiva. 
 (17, 21, 20, 1, 2, 3, 4) = S. tuberosum 35S. 
 (22, C+) = Vector de trasformación pBI121 
 (De) = S. tuberosum  
 (PH) = N. tabacum  
 (NT) = N. tabacum 
 (B, C-) = Blanco de reacción con los primers GUS y 35S. 
 Mix 1= 35S-FW + 35S-RV = 195pb. 
 
Primers 35S  
(Mix 1). 35S-1 +35S2 = amplificado 195pb 
35S-1 
1      2     3     4      5      6      7      8      9     17     21    20     1      2       3      4     22    De   PH    NT     B   HL II 
HL-II-Bioline 
 
GUS = 531pb 
35S = 195pb 
1      2     3      4      5      6      7      8      9    17    21    20    1      2       3        4     22    De   PH    NT    B   HL II 
HL-II-Bioline 
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GCTCCTACAAATGCCATCA (Verde Lima) 
TGATGGCATTTGTAGGAGC 
35S-2  
GATAGTGGGATTGTGCGTCA 
TGACGCACAATCCCACTATC (Turquesa).  
 
Primers GUS. 
 Mix 2 = GUS F + GUS R = amplificado 531pb. 
GUS F 
CAGTGAAGGGCCAACAGTTC 
GUS R  
GAGCGTCGCAGAACATTACA 
TGTAATGTTCTGCGACGCTC 
 
Figura 16. PCR sobre DNA de plantas transformadas con el promotor constitutivo 
35S, amplificación con los primers 35S, GUS,Bgluc. 
 
HL-II-Bioline 
 
M1  M2  M3  M4  M5  M6  M1   M2  M3  M4   M5  M6  M1   M2  M3  M4   M5  M6   M1   M2  M3  M4   M5  M6  HL-II  M1  M2   M3  M4 
 1     1    1     1    1     1     2      2    2     2      2    2     4     4     4      4     4     4    17    17   17   17   17   17 
150 
1640 
195 
531 
195 195 195 
1640 1640 1640 1640 
655 655 
655 
531 531 
531 
150 150 
655 
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 (M1) = Mix 1 primers 35S-FW + 35S-RV = 195pb. 
 (M2) = Mix 2 primers GUS F + GUS R = 531pb. 
 (M3) = Mix 3 primers Bgluc-FW + Bgluc-RV = 150pb. 
 (M4) = Mix 4 primers 35S-FW + GUS R = 1640pb. 
 (M5) = Mix 5 primers 35S-FW + Bgluc-RV = 655pb. 
 (M6) = Mix 6 primers Rub-Fw + Rub-RV = 80pb. 
 (1) = Evento 1 N. tabacum 35S = amplificación positiva. 
 (2) = Evento 2 N. tabacum 35S = amplificación positiva. 
 (4) = Evento 1 N. tabacum 35S = amplificación positiva. 
 (17, 3, 4) = S. tuberosum 35S = amplificación positiva. 
 (22,)= pBI121: plásmido portador de la fusión 35S::gus, control positivo, (M 1, 
2, 3, 4). 
  (De) = S. tuberosum cultivar Desirée 
 
Figura 17. Controles negativos y positivos de amplificación por PCR con los 
primers 35S, GUS y Bgluc. 
HL-II-Bioline 
 
 M1  M2  M3  M4  M5  M6  M1   M2  M3  M4  M5  M6  M1  M2  M3  M4  M5  M6   M1   M2  M3  M4  M5  M6  HLII  M1  M2  M3  M4 
    1     1    1     1    1     1     3      3    3     3     3    3       4     4     4     4    4     4      De    De  De  De   De  De            22   22   22   22 
195 
531 
150 
1640 
531 531 531 
195 195 
150 
1640 
195 
60 EVALUACIÓN DE DIFERENTES SECUENCIAS PROMOTORAS “RAÍZ ESPECÍFICAS” EN 
PLANTAS TRANSFORMADAS DE PAPA Y TABACO MEDIANTE EL USO DE FUSIONES 
TRANSCRIPCIONALES 
 
 
 
 (M1) = Mix 1 primers 35S-FW + 35S-RV = 195pb. 
 (M2) = Mix 2 primers GUS F + GUS R = 531pb. 
 (M3) = Mix 3 primers Bgluc-FW + Bgluc-RV = 150pb. 
 (M4) = Mix 4 primers 35S-FW + GUS R = 1640pb. 
 (M5) = Mix 5 primers 35S-FW + Bgluc-RV = 655pb. 
 (M6) = Mix 6 primers Rub-Fw + Rub-RV = 80pb. 
 (PH) = N. tabacum  
 (NT) = N. tabacum 
 (B, C-) = Blanco de reacción con los primers GUS y 35S. 
 (22, C+) = Vector de trasformación pBI121, (M 1, 2, 3, 4, 5, 6). 
 
 
 
 
 
 
 
HL-II-Bioline 
 
HL-II-Bioline 
 
 M1      M2     M3    M4     M5      M6    M1     M2     M3     M4     M5      M6   HLII 
 PH      PH     PH    PH     PH      PH    NT     NT      NT     NT     NT      NT 
 M1    M2    M3    M4     M5      M6      M1    M2     M3      M4      M5      M6   HLII 
  B       B      B      B        B        B       22      22      22       22       22       22 
195 
531 
1640 
150 
655 
80 80 
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Figura 18. PCR sobre DNA de plantas transformadas con el promotor At1g73160 
- amplificación primers Nos, GUS y Bgluc. 
 
 (M1) = Mix 1 primers Nos-Fw + Nos-RV = amplificado180pb.  
 (M2) = Mix 2 primers GUS F + GUS R = amplificado 531pb. 
 (M3) = Mix 3 primers Bgluc-FW + Bgluc-RV = amplificado150pb. 
1. Evento 1, N. tabacum, At1g73160 = amplificación positiva.  
2. Evento 2, N. tabacum, At1g73160 = amplificación positiva. 
3. Evento 3, N. tabacum, At1g73160 = amplificación positiva. 
4. Evento 4, N. tabacum, At1g73160 = amplificación positiva. 
HL-II-Bioline 
 
HL-II-Bioline 
 
HL-II-Bioline 
 
 M1   M2   M3  M1   M2    M3   M1  M2   M3   M1    M2    M3   M1   M2   M3   M1   M2    M3   M1   M2   M3   M1   M2    M3             M1   M2    M3   
   1      1       1   2      2       2      3      3      3     4       4        4     5      5       5     6      6       6      7      7      7      8      8        8   HLII     9      9        9     
 M1   M2   M3  M1   M2  M3   M1  M2   M3   M1   M2   M3   M1   M2  M3  M1   M2    M3   M1   M2   M3   M1   M2   M3           M1  M2   M3   
 10    10  10    11    11   11    12    12    12   13    13    13    14    14    14   15    15    15    16    16   16     NT    NT  NT  HLII   De   De   De 
       M1           M2           M3         M1             M2           M3          M1           M2             M3          HLII    
       19            19            19          PH             PH           PH           B             B               B   
180 
531 
150 
180 180 180 180 180 
180 
180 
531 531 531 531 531 531 
150 150 150 150 150 150 
180 
531 
150 
531 531 
531 
180 180 180 150 
180 
150 150 
180 
150 
62 EVALUACIÓN DE DIFERENTES SECUENCIAS PROMOTORAS “RAÍZ ESPECÍFICAS” EN 
PLANTAS TRANSFORMADAS DE PAPA Y TABACO MEDIANTE EL USO DE FUSIONES 
TRANSCRIPCIONALES 
 
5. Evento 1, N. tabacum, At1g73160 = amplificación positiva. 
6. Evento 3, N. tabacum, At1g73160 = amplificación positiva. 
7. Evento 2, S. tuberosum, At1g73160= amplificación positiva. 
8. Evento 7, S. tuberosum, At1g73160 = amplificación positiva. 
9. Evento 8, S. tuberosum, At1g73160 = amplificación positiva. 
10. Evento 9, S. tuberosum, At1g73160 = amplificación positiva. 
11. Evento 12, S. tuberosum, At1g73160 = amplificación negativa. 
12. Evento 3, S. tuberosum, At1g73160 h y t = amplificación positiva. 
13. Evento 7, S. tuberosum, At1g73160, h y t = amplificación positiva. 
14. Evento 8, S. tuberosum, At1g73160, h y t = amplificación positiva. 
15. Evento 9, S. tuberosumAt1g73160, h y t = amplificación positiva. 
16. Evento 12, S. tuberosum, At1g73160, h y t = amplificación positiva. 
17. N. tabacum 
18. Desiree 
19. (22) = Vector de trasformación pBI121, (M 1, 2, 3). 
20. Petit Havana 
21. (B) = Blancos de reacción con las mezclas (Mix 1, 2, 3). 
 
Figura 19. PCR sobre DNA de plantas transformadas con el promotor At1g73160, 
- amplificación con los primers AtRootPr y GUS. 
 
HL-II-Bioline 
 
M1    M2   M3   M4    M1     M2     M3    M4   M1    M2     M3   M4     M1      M2    M3    M4    M1   M2      M3     M4  HL-II          M1    M2    M3    M4 
 1       1      1      1       2        2        2        2     3       3        3      3         4        4       4       4       5      5         5        5                             PB121 
 
 
 
325 
531 
531 
325 
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HL-II-Bioline 
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 (M1) = Mix 1 primers AtRootPr-Fw + AtRootPr-RV = amplificado 325pb.  
 (M2) = Mix 2 primers GUS F + GUS R = amplificado 531pb. 
 (M3) = Mix 3 primers AtRootPr-Fw + GUS R = amplificado150pb. 
 (M4) = Mix 6 primers Rub-Fw + Rub-RV = 80pb 
(1), Evento 1, N. tabacum, At1g73160 = amplificación positiva.  
(2), Evento 1, N. tabacum, At1g73160 = amplificación positiva. 
(3), Evento 2 N. tabacum, At1g73160 = amplificación negativa. 
(4), Evento 2, N. tabacum, At1g73160 = amplificación negativa. 
(5), Evento 3, N. tabacum, At1g73160= amplificación negativa. 
(6), Evento 3, N. tabacum, At1g73160 = amplificación positiva. 
(7), Evento 4 N. tabacum, At1g73160= amplificación positiva. 
(8), Evento 5, N. tabacum, At1g73160 = amplificación negativa. 
(9), Evento 2, S. tuberosum, At1g73160 = amplificación negativa. 
(10), Evento 7, S. tuberosum, At1g73160 = amplificación positiva. 
(11), Evento 8, S. tuberosum, At1g73160 = amplificación negativa. 
(12), Evento 9, S. tuberosum, At1g73160 = amplificación positiva. 
(13), Evento 12, S. tuberosum, At1g73160 = amplificación positiva. 
(14), P. Havana = amplificación negativa 
(15), N. tabacum = amplificación negativa. 
(16), Desirée = amplificación negativa. 
(pBI121-ATP) = plásmido portador de la fusión At1g73160::gus, = control positivo, 
(M 1, 2, 3, 4). 
AtRootPr-Fw: GGAAAAAAGCTTAGGTGTGATATC. 
AtRootPr-Rv: ATGAAGGATCCGGTAATGATTGTT. 
 
 PCR de DNA total de plantas transgénicas N. tabacum cv Petit Havana con 
el promotor MeC54 (glutamic acid rich protein c54) de yuca. Se prosiguió con 
extracción de ADN según el protocolo suscrito en el anexo 1, para plantas in-vitro. 
Con estas muestras se llevó acabo amplificación de las plantas transgénicas con 
el promotor C54, con el fin de verificar su transformación positiva, como control 
positivo de reacción se elaboró una mezcla con los primers rubisco, el cual se 
considera un gen constitutivo o housekeeping en plantas, como control positivo, 
las diferentes mezclas de primers tuvieron como molde el plásmido pGP-C54. 
Como control negativo de reacción se utilizaron las diferentes mezclas de primers 
sin DNA vegetal, de igual forma se expuso el material genético de plantas in-vitro 
de N. tabacum, y S. tuberosum no transformadas (Figura 15). 
 
Las respectivas mezclas empleadas, con la secuencia de los primers son 
resaltadas con colores para facilitar su ubicación en los vectores que se 
encuentran en la metodología y el tamaño en pares de bases producto de la 
amplificación, los cuales fueron resaltados en color oliva, los amplificados 
esperados son:  
 
Primers MEscP = MEscPFW + MEscPRV = 1030pb 
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(M2) Mix 2 Primers = MEscPFW + PGOMFW = 1048 
(M3) Mix 3 Primers = MEscPFW + PGOMRV = amplificación negativa (C-). 
Primers Rub = Rub-Fw + Rub-RV = 80pb. 
 
Figura 20. PCR sobre DNA de plantas transformadas con el promotor MeC54 - 
amplificación con los primers MEscP y PGOMFW. 
 
 
 (M1) = Mix 1 Primers MEscPFW + MEscPRV = 1030pb 
 (M2) = Mix 2 Primers MEscPFW + PGOMFW = 1048 
 (M3) = Mix 3 Primers MEscPFW + PGOMRV = amplificación negativa (C-). 
 (M4) = Mix 4 primers Rub-Fw + Rub-RV = 80pb. 
1. Evento 1, N. tabacum, MeC54 = amplificación positiva. 
2. Evento 2, N. tabacum, MeC54 = amplificación negativa. 
3. Evento 3, N. tabacum, MeC54 = amplificación positiva. 
4. Evento 4, N. tabacum, MeC54 = amplificación positiva. 
5. Evento 5, N. tabacum, MeC54 = amplificación positiva. 
6. Evento 6, S. tuberosum, MeC54 = amplificación negativa 
HL-II-Bioline 
 
HL-II-Bioline 
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1084 1084 1084 
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   M1  M2   M3   M4   M1  M2   M3   M4    M1   M2    M3   M4    M1  M2    M3   M4   HLII   M1   M2    M3   M4    M1  M2   M3   M4    M1    M2     M3       M4    
    1      1     1      1      2     2      2      2       3      3       3      3       4     4       4      4                5      5       5      5       6     6      6      6      NT    NT     NT        NT 
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(NT) = Nicotiana tabacum. 
(PH) = N. tabacum 
(C+) = Vector de trasformación Vector PGPRO4. 
(De) = Desirée 
(B, C-) = Blanco de reacción con las mezclas (1, 2, 3, 4). 
 
 
Figura 21. Electroforesis de las plantas transformadas con el promotor C54, y 
amplificadas con los juegos de primers MEscP. 
 
 
 (M1) = Mix 1 Primers MEscPFW + MEscPRV = 1030pb 
 (M2) = Mix 2 Primers MEscPFW + BglucRV = 1527pb 
 (M3) = Mix 3 Primers MEscPFW + GUS = 2216pb 
 (M4) = Mix 4 primers Rub-Fw + Rub-RV = 80pb. 
1. Evento 1, N. tabacum, MeC54 = amplificación positiva. 
2. Evento 2, N. tabacum, MeC54 = amplificación positiva. 
3. Evento 3, N. tabacum, MeC54 = amplificación positiva. 
4. Evento 4, N. tabacum, MeC54 = amplificación positiva. 
5. Evento 5, N. tabacum, MeC54 = amplificación positiva. 
6. Evento 6, S. tuberosum, MeC54 = amplificación negativa. 
HL-II-
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7. Evento 7, S. tuberosum, MeC54 = amplificación positiva. 
8. N. tabacum 
9. N tabacum. 
10. S.tuberosum 
11 (C+) = Vector de trasformación Vector PGPRO4. 
12 (B, C-) = Blanco de reacción con las mezclas (1, 2, 3, 4). 
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ANEXO 4 
Promotor MeC54 (glutamic acid rich protein c54) de yuca. 
 
( https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-
bin/sogo.cgi?sid=&lang=en&pj=640&action=page&page=
newplace) 
 
Factor or Site Name      Loc.(Str.)       Signal Sequence        SITE # 
________________________________________________________________________
____ 
DPBFCOREDCDC3                   8 (-) ACACNNG                       
S000292 
SITEIIATCYTC                   14 (+) TGGGCY                        
S000474 
SORLIP2AT                      15 (+) GGGCC                         
S000483 
CAREOSREP1                     19 (+) CAACTC                        
S000421 
NODCON2GM                      33 (-) CTCTT                         
S000462 
OSE2ROOTNODULE                 33 (-) CTCTT                         
S000468 
POLLEN1LELAT52                 36 (+) AGAAA                         
S000245 
CARGATCONSENSUS                42 (-) CCWWWWWWGG                    
S000404 
CARGATCONSENSUS                42 (+) CCWWWWWWGG                    
S000404 
POLLEN1LELAT52                 52 (+) AGAAA                         
S000245 
BIHD1OS                        59 (+) TGTCA                         
S000498 
WBOXATNPR1                     60 (-) TTGAC                         
S000390 
WRKY71OS                       60 (-) TGAC                          
S000447 
DOFCOREZM                      63 (+) AAAG                          
S000265 
-300ELEMENT                    67 (-) TGHAAARK                      
S000122 
DOFCOREZM                      67 (-) AAAG                          
S000265 
GT1CONSENSUS                   68 (-) GRWAAW                        
S000198 
GT1GMSCAM4                     68 (-) GAAAAA                        
S000453 
-300ELEMENT                    75 (-) TGHAAARK                      
S000122 
EMHVCHORD                      75 (-) TGTAAAGT                      
S000452 
NTBBF1ARROLB                   75 (+) ACTTTA                        
S000273 
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-300CORE                       76 (-) TGTAAAG                       
S000001 
DOFCOREZM                      76 (-) AAAG                          
S000265 
TAAAGSTKST1                    76 (-) TAAAG                         
S000387 
E2FCONSENSUS                  100 (-) WTTSSCSS                      
S000476 
SITEIOSPCNA                   143 (-) CCAGGTGG                      
S000224 
EBOXBNNAPA                    144 (-) CANNTG                        
S000144 
MYCCONSENSUSAT                144 (-) CANNTG                        
S000407 
EBOXBNNAPA                    144 (+) CANNTG                        
S000144 
RAV1BAT                       144 (+) CACCTG                        
S000315 
MYCCONSENSUSAT                144 (+) CANNTG                        
S000407 
ARR1AT                        151 (-) NGATT                         
S000454 
CAATBOX1                      155 (-) CAAT                          
S000028 
BIHD1OS                       177 (+) TGTCA                         
S000498 
WRKY71OS                      178 (-) TGAC                          
S000447 
ROOTMOTIFTAPOX1               181 (+) ATATT                         
S000098 
-10PEHVPSBD                   182 (+) TATTCT                        
S000392 
PRECONSCRHSP70A               188 (+) SCGAYNRNNNNNNNNNNNNNNNHD      
S000506 
ARR1AT                        192 (+) NGATT                         
S000454 
MARTBOX                       197 (+) TTWTWTTWTT                    
S000067 
POLASIG1                      198 (-) AATAAA                        
S000080 
TATABOX5                      199 (+) TTATTT                        
S000203 
POLASIG2                      205 (-) AATTAAA                       
S000081 
POLLEN1LELAT52                217 (-) AGAAA                         
S000245 
NODCON2GM                     220 (+) CTCTT                         
S000462 
OSE2ROOTNODULE                220 (+) CTCTT                         
S000468 
DOFCOREZM                     222 (-) AAAG                          
S000265 
POLLEN1LELAT52                223 (-) AGAAA                         
S000245 
DOFCOREZM                     226 (-) AAAG                          
S000265 
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PROLAMINBOXOSGLUB1            226 (-) TGCAAAG                       
S000354 
INTRONLOWER                   229 (+) TGCAGG                        
S000086 
GT1CONSENSUS                  233 (+) GRWAAW                        
S000198 
TATABOX5                      237 (-) TTATTT                        
S000203 
SITEIIATCYTC                  242 (-) TGGGCY                        
S000474 
ARR1AT                        258 (+) NGATT                         
S000454 
GT1CONSENSUS                  265 (+) GRWAAW                        
S000198 
ARR1AT                        268 (-) NGATT                         
S000454 
ARR1AT                        275 (+) NGATT                         
S000454 
POLLEN1LELAT52                282 (+) AGAAA                         
S000245 
BOXIINTPATPB                  291 (+) ATAGAA                        
S000296 
POLLEN1LELAT52                293 (+) AGAAA                         
S000245 
GT1CONSENSUS                  294 (+) GRWAAW                        
S000198 
GT1GMSCAM4                    294 (+) GAAAAA                        
S000453 
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A         297 (-) CCTTTT                        
S000259 
DOFCOREZM                     298 (+) AAAG                          
S000265 
GTGANTG10                     302 (+) GTGA                          
S000378 
CAREOSREP1                    307 (+) CAACTC                        
S000421 
CCAATBOX1                     312 (+) CCAAT                         
S000030 
EBOXBNNAPA                    313 (-) CANNTG                        
S000144 
MYCCONSENSUSAT                313 (-) CANNTG                        
S000407 
CAATBOX1                      313 (+) CAAT                          
S000028 
EBOXBNNAPA                    313 (+) CANNTG                        
S000144 
MYCCONSENSUSAT                313 (+) CANNTG                        
S000407 
CAATBOX1                      315 (-) CAAT                          
S000028 
GTGANTG10                     320 (+) GTGA                          
S000378 
CIACADIANLELHC                322 (-) CAANNNNATC                    
S000252 
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GATABOX                       322 (+) GATA                          
S000039 
GT1CONSENSUS                  322 (+) GRWAAW                        
S000198 
IBOXCORE                      322 (+) GATAA                         
S000199 
SORLIP1AT                     337 (-) GCCAC                         
S000482 
CAATBOX1                      341 (+) CAAT                          
S000028 
LTRECOREATCOR15               349 (-) CCGAC                         
S000153 
DRE2COREZMRAB17               349 (-) ACCGAC                        
S000402 
DRECRTCOREAT                  349 (-) RCCGAC                        
S000418 
CBFHV                         349 (-) RYCGAC                        
S000497 
DOFCOREZM                     359 (-) AAAG                          
S000265 
CARGCW8GAT                    359 (-) CWWWWWWWWG                    
S000431 
CARGCW8GAT                    359 (+) CWWWWWWWWG                    
S000431 
POLLEN1LELAT52                367 (+) AGAAA                         
S000245 
GT1CORE                       378 (-) GGTTAA                        
S000125 
MYB1AT                        379 (+) WAACCA                        
S000408 
REALPHALGLHCB21               380 (+) AACCAA                        
S000362 
CCAATBOX1                     382 (+) CCAAT                         
S000030 
CAATBOX1                      383 (+) CAAT                          
S000028 
GATABOX                       397 (-) GATA                          
S000039 
WBOXHVISO1                    406 (+) TGACT                         
S000442 
WRKY71OS                      406 (+) TGAC                          
S000447 
WBOXNTERF3                    406 (+) TGACY                         
S000457 
CAATBOX1                      411 (-) CAAT                          
S000028 
ARR1AT                        413 (+) NGATT                         
S000454 
ROOTMOTIFTAPOX1               420 (-) ATATT                         
S000098 
GATABOX                       422 (-) GATA                          
S000039 
BIHD1OS                       426 (-) TGTCA                         
S000498 
WRKY71OS                      426 (+) TGAC                          
S000447 
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ARR1AT                        431 (-) NGATT                         
S000454 
ARR1AT                        441 (+) NGATT                         
S000454 
SEF4MOTIFGM7S                 443 (+) RTTTTTR                       
S000103 
GT1CORE                       447 (-) GGTTAA                        
S000125 
SEF3MOTIFGM                   449 (+) AACCCA                        
S000115 
CACTFTPPCA1                   459 (-) YACT                          
S000449 
ARR1AT                        463 (+) NGATT                         
S000454 
EECCRCAH1                     464 (+) GANTTNC                       
S000494 
CACTFTPPCA1                   468 (+) YACT                          
S000449 
PREATPRODH                    469 (+) ACTCAT                        
S000450 
DOFCOREZM                     481 (-) AAAG                          
S000265 
TAAAGSTKST1                   481 (-) TAAAG                         
S000387 
ANAERO2CONSENSUS              488 (-) AGCAGC                        
S000478 
CAATBOX1                      495 (+) CAAT                          
S000028 
ROOTMOTIFTAPOX1               496 (-) ATATT                         
S000098 
BIHD1OS                       511 (-) TGTCA                         
S000498 
WRKY71OS                      511 (+) TGAC                          
S000447 
EBOXBNNAPA                    514 (-) CANNTG                        
S000144 
MYCATRD22                     514 (-) CACATG                        
S000174 
MYCCONSENSUSAT                514 (-) CANNTG                        
S000407 
EBOXBNNAPA                    514 (+) CANNTG                        
S000144 
MYCCONSENSUSAT                514 (+) CANNTG                        
S000407 
MYCATERD1                     514 (+) CATGTG                        
S000413 
GTGANTG10                     517 (+) GTGA                          
S000378 
ARR1AT                        520 (-) NGATT                         
S000454 
SEF1MOTIF                     528 (-) ATATTTAWW                     
S000006 
TATABOXOSPAL                  529 (-) TATTTAA                       
S000400 
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ROOTMOTIFTAPOX1               532 (-) ATATT                         
S000098 
ROOTMOTIFTAPOX1               533 (+) ATATT                         
S000098 
TATABOX3                      534 (+) TATTAAT                       
S000110 
POLLEN1LELAT52                540 (-) AGAAA                         
S000245 
POLASIG2                      548 (-) AATTAAA                       
S000081 
TATABOX3                      552 (-) TATTAAT                       
S000110 
HDZIP2ATATHB2                 554 (+) TAATMATTA                     
S000373 
POLASIG3                      555 (+) AATAAT                        
S000088 
TATABOX3                      559 (-) TATTAAT                       
S000110 
POLASIG3                      562 (+) AATAAT                        
S000088 
ARR1AT                        565 (-) NGATT                         
S000454 
POLASIG2                      601 (+) AATTAAA                       
S000081 
TAAAGSTKST1                   604 (+) TAAAG                         
S000387 
DOFCOREZM                     605 (+) AAAG                          
S000265 
POLLEN1LELAT52                610 (+) AGAAA                         
S000245 
GT1CONSENSUS                  611 (+) GRWAAW                        
S000198 
TATABOX5                      613 (-) TTATTT                        
S000203 
GATABOX                       633 (+) GATA                          
S000039 
GT1CONSENSUS                  633 (+) GRWAAW                        
S000198 
IBOXCORE                      633 (+) GATAA                         
S000199 
POLASIG3                      636 (+) AATAAT                        
S000088 
POLASIG1                      639 (+) AATAAA                        
S000080 
TAAAGSTKST1                   641 (+) TAAAG                         
S000387 
DOFCOREZM                     642 (+) AAAG                          
S000265 
QELEMENTZMZM13                644 (+) AGGTCA                        
S000254 
WBOXNTERF3                    645 (-) TGACY                         
S000457 
WRKY71OS                      646 (-) TGAC                          
S000447 
GTGANTG10                     647 (-) GTGA                          
S000378 
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GT1CONSENSUS                  655 (-) GRWAAW                        
S000198 
DRE2COREZMRAB17               658 (+) ACCGAC                        
S000402 
DRECRTCOREAT                  658 (+) RCCGAC                        
S000418 
CBFHV                         658 (+) RYCGAC                        
S000497 
LTRECOREATCOR15               659 (+) CCGAC                         
S000153 
PRECONSCRHSP70A               659 (+) SCGAYNRNNNNNNNNNNNNNNNHD      
S000506 
DOFCOREZM                     669 (+) AAAG                          
S000265 
MYB1AT                        687 (+) WAACCA                        
S000408 
REALPHALGLHCB21               688 (+) AACCAA                        
S000362 
DOFCOREZM                     693 (+) AAAG                          
S000265 
POLLEN1LELAT52                695 (+) AGAAA                         
S000245 
DOFCOREZM                     697 (+) AAAG                          
S000265 
NODCON1GM                     697 (+) AAAGAT                        
S000461 
OSE1ROOTNODULE                697 (+) AAAGAT                        
S000467 
-300ELEMENT                   714 (+) TGHAAARK                      
S000122 
GT1CONSENSUS                  715 (+) GRWAAW                        
S000198 
GT1GMSCAM4                    715 (+) GAAAAA                        
S000453 
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A         717 (-) CCTTTT                        
S000259 
DOFCOREZM                     718 (+) AAAG                          
S000265 
SORLIP2AT                     721 (-) GGGCC                         
S000483 
POLASIG3                      729 (-) AATAAT                        
S000088 
TATABOX5                      730 (+) TTATTT                        
S000203 
CACTFTPPCA1                   737 (+) YACT                          
S000449 
DOFCOREZM                     739 (-) AAAG                          
S000265 
SEF4MOTIFGM7S                 748 (-) RTTTTTR                       
S000103 
ANAERO1CONSENSUS              751 (+) AAACAAA                       
S000477 
ROOTMOTIFTAPOX1               756 (-) ATATT                         
S000098 
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GATABOX                       758 (-) GATA                          
S000039 
GT1CONSENSUS                  765 (+) GRWAAW                        
S000198 
DOFCOREZM                     775 (+) AAAG                          
S000265 
NODCON1GM                     775 (+) AAAGAT                        
S000461 
OSE1ROOTNODULE                775 (+) AAAGAT                        
S000467 
GATABOX                       778 (+) GATA                          
S000039 
GT1CONSENSUS                  778 (+) GRWAAW                        
S000198 
IBOXCORE                      778 (+) GATAA                         
S000199 
NTBBF1ARROLB                  780 (-) ACTTTA                        
S000273 
TAAAGSTKST1                   780 (+) TAAAG                         
S000387 
DOFCOREZM                     781 (+) AAAG                          
S000265 
CACTFTPPCA1                   783 (-) YACT                          
S000449 
CURECORECR                    784 (-) GTAC                          
S000493 
CURECORECR                    784 (+) GTAC                          
S000493 
CACTFTPPCA1                   792 (+) YACT                          
S000449 
TATABOX5                      795 (+) TTATTT                        
S000203 
GT1CONSENSUS                  801 (+) GRWAAW                        
S000198 
GT1GMSCAM4                    801 (+) GAAAAA                        
S000453 
SEF4MOTIFGM7S                 809 (+) RTTTTTR                       
S000103 
POLASIG2                      812 (-) AATTAAA                       
S000081 
GTGANTG10                     818 (-) GTGA                          
S000378 
RAV1AAT                       833 (-) CAACA                         
S000314 
CAATBOX1                      848 (-) CAAT                          
S000028 
ARR1AT                        850 (+) NGATT                         
S000454 
ARR1AT                        856 (+) NGATT                         
S000454 
GTGANTG10                     871 (+) GTGA                          
S000378 
QELEMENTZMZM13                874 (+) AGGTCA                        
S000254 
ELRECOREPCRP1                 875 (-) TTGACC                        
S000142 
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WBBOXPCWRKY1                  875 (-) TTTGACY                       
S000310 
WBOXNTERF3                    875 (-) TGACY                         
S000457 
WBOXATNPR1                    876 (-) TTGAC                         
S000390 
WRKY71OS                      876 (-) TGAC                          
S000447 
ARR1AT                        880 (-) NGATT                         
S000454 
ARR1AT                        887 (+) NGATT                         
S000454 
NODCON2GM                     893 (+) CTCTT                         
S000462 
OSE2ROOTNODULE                893 (+) CTCTT                         
S000468 
EECCRCAH1                     907 (+) GANTTNC                       
S000494 
GTGANTG10                     928 (-) GTGA                          
S000378 
EBOXBNNAPA                    929 (-) CANNTG                        
S000144 
MYCCONSENSUSAT                929 (-) CANNTG                        
S000407 
MYCATERD1                     929 (-) CATGTG                        
S000413 
EBOXBNNAPA                    929 (+) CANNTG                        
S000144 
MYCATRD22                     929 (+) CACATG                        
S000174 
MYCCONSENSUSAT                929 (+) CANNTG                        
S000407 
CACTFTPPCA1                   940 (+) YACT                          
S000449 
CACTFTPPCA1                   950 (+) YACT                          
S000449 
TATABOX4                      962 (+) TATATAA                       
S000111 
SORLIP1AT                     969 (+) GCCAC                         
S000482 
CACTFTPPCA1                   971 (+) YACT                          
S000449 
MYB2AT                        977 (-) TAACTG                        
S000177 
MYB2CONSENSUSAT               977 (-) YAACKG                        
S000409 
MYBCORE                       977 (+) CNGTTR                        
S000176 
CACTFTPPCA1                  1003 (+) YACT                          
S000449 
NODCON2GM                    1016 (+) CTCTT                         
S000462 
OSE2ROOTNODULE               1016 (+) CTCTT                         
S000468 
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INRNTPSADB                   1019 (+) YTCANTYY                      
S000395 
GTGANTG10                    1020 (-) GTGA                          
S000378 
CACTFTPPCA1                  1021 (+) YACT                          
S000449 
NODCON2GM                    1027 (+) CTCTT                         
S000462 
OSE2ROOTNODULE               1027 (+) CTCTT                         
S000468 
DOFCOREZM                    1029 (-) AAAG                          
S000265 
GTGANTG10                    1038 (-) GTGA                          
S000378 
CACTFTPPCA1                  1046 (+) YACT                          
S000449 
DOFCOREZM                    1048 (-) AAAG                          
S000265 
POLLEN1LELAT52               1055 (-) AGAAA                         
S000245 
BOXIINTPATPB                 1056 (-) ATAGAA                        
S000296 
INRNTPSADB                   1062 (+) YTCANTYY                      
S000395 
GT1CONSENSUS                 1065 (-) GRWAAW                        
S000198 
POLLEN1LELAT52               1067 (-) AGAAA                         
S000245 
NODCON2GM                    1070 (+) CTCTT                         
S000462 
OSE2ROOTNODULE               1070 (+) CTCTT                         
S000468 
DOFCOREZM                    1076 (-) AAAG                          
S000265 
POLLEN1LELAT52               1077 (-) AGAAA                         
S000245 
BOXIINTPATPB                 1078 (-) ATAGAA                        
S000296 
 
 
Promotor At1g73160 de Arabidopsis thaliana (ATP) 
 
Factor or Site Name      Loc.(Str.)       Signal Sequence        SITE # 
________________________________________________________________________
____ 
PYRIMIDINEBOXHVEPB1             1 (-) TTTTTTCC                      
S000298 
GT1CONSENSUS                    1 (+) GRWAAW                        
S000198 
GT1CONSENSUS                    2 (+) GRWAAW                        
S000198 
GT1GMSCAM4                      2 (+) GAAAAA                        
S000453 
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DOFCOREZM                       6 (+) AAAG                          
S000265 
GTGANTG10                      17 (+) GTGA                          
S000378 
GATABOX                        19 (+) GATA                          
S000039 
GATABOX                        21 (-) GATA                          
S000039 
MYBST1                         21 (-) GGATA                         
S000180 
ARR1AT                         39 (-) NGATT                         
S000454 
EBOXBNNAPA                     44 (-) CANNTG                        
S000144 
MYCCONSENSUSAT                 44 (-) CANNTG                        
S000407 
MYB2CONSENSUSAT                44 (-) YAACKG                        
S000409 
EBOXBNNAPA                     44 (+) CANNTG                        
S000144 
MYBCORE                        44 (+) CNGTTR                        
S000176 
MYCCONSENSUSAT                 44 (+) CANNTG                        
S000407 
REALPHALGLHCB21                47 (-) AACCAA                        
S000362 
MYB1AT                         48 (-) WAACCA                        
S000408 
GT1CORE                        49 (+) GGTTAA                        
S000125 
NODCON2GM                      53 (-) CTCTT                         
S000462 
OSE2ROOTNODULE                 53 (-) CTCTT                         
S000468 
ARR1AT                         58 (+) NGATT                         
S000454 
WBBOXPCWRKY1                   61 (+) TTTGACY                       
S000310 
WBOXATNPR1                     62 (+) TTGAC                         
S000390 
WBOXHVISO1                     63 (+) TGACT                         
S000442 
WRKY71OS                       63 (+) TGAC                          
S000447 
WBOXNTERF3                     63 (+) TGACY                         
S000457 
EECCRCAH1                      64 (+) GANTTNC                       
S000494 
DOFCOREZM                      66 (-) AAAG                          
S000265 
EBOXBNNAPA                     70 (-) CANNTG                        
S000144 
MYCCONSENSUSAT                 70 (-) CANNTG                        
S000407 
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CAATBOX1                       70 (+) CAAT                          
S000028 
EBOXBNNAPA                     70 (+) CANNTG                        
S000144 
MYCCONSENSUSAT                 70 (+) CANNTG                        
S000407 
CAATBOX1                       72 (-) CAAT                          
S000028 
SEF4MOTIFGM7S                  80 (-) RTTTTTR                       
S000103 
MYB1AT                         83 (+) WAACCA                        
S000408 
SEF4MOTIFGM7S                  91 (-) RTTTTTR                       
S000103 
EBOXBNNAPA                    107 (-) CANNTG                        
S000144 
MYCATRD22                     107 (-) CACATG                        
S000174 
MYCCONSENSUSAT                107 (-) CANNTG                        
S000407 
EBOXBNNAPA                    107 (+) CANNTG                        
S000144 
MYCCONSENSUSAT                107 (+) CANNTG                        
S000407 
MYCATERD1                     107 (+) CATGTG                        
S000413 
CAATBOX1                      113 (+) CAAT                          
S000028 
BIHD1OS                       116 (+) TGTCA                         
S000498 
WRKY71OS                      117 (-) TGAC                          
S000447 
CAATBOX1                      120 (-) CAAT                          
S000028 
POLLEN1LELAT52                124 (+) AGAAA                         
S000245 
INRNTPSADB                    125 (-) YTCANTYY                      
S000395 
TBOXATGAPB                    132 (+) ACTTTG                        
S000383 
DOFCOREZM                     133 (-) AAAG                          
S000265 
GATABOX                       137 (+) GATA                          
S000039 
POLLEN1LELAT52                151 (+) AGAAA                         
S000245 
DOFCOREZM                     153 (+) AAAG                          
S000265 
NODCON1GM                     153 (+) AAAGAT                        
S000461 
OSE1ROOTNODULE                153 (+) AAAGAT                        
S000467 
LTRE1HVBLT49                  159 (+) CCGAAA                        
S000250 
DOFCOREZM                     172 (+) AAAG                          
S000265 
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ARR1AT                        176 (-) NGATT                         
S000454 
RAV1AAT                       179 (+) CAACA                         
S000314 
CAATBOX1                      185 (+) CAAT                          
S000028 
CACTFTPPCA1                   194 (+) YACT                          
S000449 
INRNTPSADB                    196 (+) YTCANTYY                      
S000395 
CAATBOX1                      198 (+) CAAT                          
S000028 
GTGANTG10                     202 (-) GTGA                          
S000378 
SEF4MOTIFGM7S                 205 (-) RTTTTTR                       
S000103 
ARR1AT                        209 (-) NGATT                         
S000454 
TATABOX5                      213 (-) TTATTT                        
S000203 
POLASIG1                      214 (+) AATAAA                        
S000080 
MYB1AT                        217 (+) WAACCA                        
S000408 
REALPHALGLHCB21               218 (+) AACCAA                        
S000362 
CAATBOX1                      226 (+) CAAT                          
S000028 
CAREOSREP1                    256 (+) CAACTC                        
S000421 
NODCON2GM                     259 (+) CTCTT                         
S000462 
OSE2ROOTNODULE                259 (+) CTCTT                         
S000468 
DOFCOREZM                     261 (-) AAAG                          
S000265 
POLLEN1LELAT52                262 (-) AGAAA                         
S000245 
CACTFTPPCA1                   278 (+) YACT                          
S000449 
INRNTPSADB                    281 (+) YTCANTYY                      
S000395 
GT1CONSENSUS                  284 (-) GRWAAW                        
S000198 
ARR1AT                        294 (+) NGATT                         
S000454 
GTGANTG10                     298 (-) GTGA                          
S000378 
RAV1AAT                       301 (+) CAACA                         
S000314 
CAATBOX1                      304 (+) CAAT                          
S000028 
ARR1AT                        305 (-) NGATT                         
S000454 
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GT1CONSENSUS                  309 (-) GRWAAW                        
S000198
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ANEXO 5 
 
Figura 22. Secuencia del vector binario PB121con los tamaños de amplificación 
de los diferentes juegos de primers. 
GCAACGGCCGACAAGCACAACGCCACGATCCTGAGCGACAATATGATCGGGCCCGGCGTCCACATCAACG 
GCGTCGGCGGCGACTGCCCAGGCAAGACCGAGATGCACCGCGATATCTTGCTGCGTTCGGATATTTTCGT 
GGAGTTCCCGCCACAGACCCGGATGATCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTG 
AATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTA 
ACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATA 
CGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTA 
GATCGGGCCTCCTGTCAATGCTGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTTCTGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGTGGC 
TCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTG 
ATTTTGATTATGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAATGCCGATGAAAACGCGCT 
ACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATT 
GGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGG 
CTCAAGTCGGTGACGGTGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCCCTCCCTCA 
ATCGGTTGAATGTCGCCCTTTTGTCTTTGGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATT 
CATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGA 
GTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGT 
GAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTC 
CCCAGATTAGCCTTTTCAATTTCAGAAAGAATGCTAACCCACAGATGGTTAGAGAGGCTTACGCAGCAGG 
TCTCATCAAGACGATCTACCCGAGCAATAATCTCCAGGAAATCAAATACCTTCCCAAGAAGGTTAAAGAT 
GCAGTCAAAAGATTCAGGACTAACTGCATCAAGAACACAGAGAAAGATATATTTCTCAAGATCAGAAGTA 
CTATTCCAGTATGGACGATTCAAGGCTTGCTTCACAAACCAAGGCAAGTAATAGAGATTGGAGTCTCTAA 
AAAGGTAGTTCCCACTGAATCAAAGGCCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGAGGACCTAACAGAACTCGCC 
GTAAAGACTGGCGAACAGTTCATACAGAGTCTCTTACGACTCAATGACAAGAAGAAAATCTTCGTCAACA 
TGGTGGAGCACGACACACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAAT 
TGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTT 
ATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCG 
TTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGA 
AGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCA 
CAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGAACACGGG 
GGACTCTAGAGGATCCCCGGGTGGTCAGTCCCTTATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCAACCCGTGAAATC 
AAAAAACTCGACGGCCTGTGGGCATTCAGTCTGGATCGCGAAAACTGTGGAATTGATCAGCGTTGGTGGG 
AAAGCGCGTTACAAGAAAGCCGGGCAATTGCTGTGCCAGGCAGTTTTAACGATCAGTTCGCCGATGCAGA 
TATTCGTAATTATGCGGGCAACGTCTGGTATCAGCGCGAAGTCTTTATACCGAAAGGTTGGGCAGGCCAG 
CGTATCGTGCTGCGTTTCGATGCGGTCACTCATTACGGCAAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTGATGG 
AGCATCAGGGCGGCTATACGCCATTTGAAGCCGATGTCACGCCGTATGTTATTGCCGGGAAAAGTGTACG 
TATCACCGTTTGTGTGAACAACGAACTGAACTGGCAGACTATCCCGCCGGGAATGGTGATTACCGACGAA 
AACGGCAAGAAAAAGCAGTCTTACTTCCATGATTTCTTTAACTATGCCGGAATCCATCGCAGCGTAATGC 
TCTACACCACGCCGAACACCTGGGTGGACGATATCACCGTGGTGACGCATGTCGCGCAAGACTGTAACCA 
CGCGTCTGTTGACTGGCAGGTGGTGGCCAATGGTGATGTCAGCGTTGAACTGCGTGATGCGGATCAACAG 
GTGGTTGCAACTGGACAAGGCACTAGCGGGACTTTGCAAGTGGTGAATCCGCACCTCTGGCAACCGGGTG 
AAGGTTATCTCTATGAACTGTGCGTCACAGCCAAAAGCCAGACAGAGTGTGATATCTACCCGCTTCGCGT 
CGGCATCCGGTCAGTGGCAGTGAAGGGCGAACAGTTCCTGATTAACCACAAACCGTTCTACTTTACTGGC 
TTTGGTCGTCATGAAGATGCGGACTTGCGTGGCAAAGGATTCGATAACGTGCTGATGGTGCACGACCACG 
CATTAATGGACTGGATTGGGGCCAACTCCTACCGTACCTCGCATTACCCTTACGCTGAAGAGATGCTCGA 
CTGGGCAGATGAACATGGCATCGTGGTGATTGATGAAACTGCTGCTGTCGGCTTTAACCTCTCTTTAGGC 
ATTGGTTTCGAAGCGGGCAACAAGCCGAAAGAACTGTACAGCGAAGAGGCAGTCAACGGGGAAACTCAGC 
AAGCGCACTTACAGGCGATTAAAGAGCTGATAGCGCGTGACAAAAACCACCCAAGCGTGGTGATGTGGAG 
TATTGCCAACGAACCGGATACCCGTCCGCAAGGTGCACGGGAATATTTCGCGCCACTGGCGGAAGCAACG 
CGTAAACTCGACCCGACGCGTCCGATCACCTGCGTCAATGTAATGTTCTGCGACGCTCACACCGATACCA 
TCAGCGATCTCTTTGATGTGCTGTGCCTGAACCGTTATTACGGATGGTATGTCCAAAGCGGCGATTTGGA 
AACGGCAGAGAAGGTACTGGAAAAAGAACTTCTGGCCTGGCAGGAGAAACTGCATCAGCCGATTATCATC 
ACCGAATACGGCGTGGATACGTTAGCCGGGCTGCACTCAATGTACACCGACATGTGGAGTGAAGAGTATC 
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AGTGTGCATGGCTGGATATGTATCACCGCGTCTTTGATCGCGTCAGCGCCGTCGTCGGTGAACAGGTATG 
GAATTTCGCCGATTTTGCGACCTCGCAAGGCATATTGCGCGTTGGCGGTAACAAGAAAGGGATCTTCACT 
CGCGACCGCAAACCGAAGTCGGCGGCTTTTCTGCTGCAAAAACGCTGGACTGGCATGAACTTCGGTGAAA 
AACCGCAGCAGGGAGGCAAACAATGAATCAACAACTCTCCTGGCGCACCATCGTCGGCTACAGCCTCGGG 
AATTGCTACCGAGCTCGAATTTCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCC 
TGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATG 
TAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGA 
TAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCG 
GGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCT 
TGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAG 
TTGCGCAGCCTGAATGGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTT 
CCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCA 
AAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGAC 
GTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGC 
TATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGG 
GCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCC 
 
Figura 23. Secuencia del Vector Binario pGPRO4 con los tamaños de 
amplificación de los diferentes juegos de primers. 
AGATCTCAAACAAACACATACAGCGACTTAGTTTACCCGCCAATATATCCTGTCAAGGCCTTCATGTTCTTT
CCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCC
GCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAAC
GCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTG
TGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCGGAATT
AACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCC
GGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCCATGGTAG
ATCTGACTAGTTTACGTCCTGTAGAAACCCCAACCCGTGAAATCAAAAAACTCGACGGCCTGTGGGCATTCA
GTCTGGATCGCGAAAACTGTGGAATTGATCAGCGTTGGTGGGAAAGCGCGTTACAAGAAAGCCGGGCAATTG
CTGTGCCAGGCAGTTTTAACGATCAGTTCGCCGATGCAGATATTCGTAATTATGCGGGCAACGTCTGGTATC
AGCGCGAAGTCTTTATACCGAAAGGTTGGGCAGGCCAGCGTATCGTGCTGCGTTTCGATGCGGTCACTCATT
ACGGCAAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTGATGGAGCATCAGGGCGGCTATACGCCATTTGAAGCCGATG
TCACGCCGTATGTTATTGCCGGGAAAAGTGTACGTATCACCGTTTGTGTGAACAACGAACTGAACTGGCAGA
CTATCCCGCCGGGAATGGTGATTACCGACGAAAACGGCAAGAAAAAGCAGTCTTACTTCCATGATTTCTTTA
ACTATGCCGGAATCCATCGCAGCGTAATGCTCTACACCACGCCGAACACCTGGGTGGACGATATCACCGTGG
TGACGCATGTCGCGCAAGACTGTAACCACGCGTCTGTTGACTGGCAGGTGGTGGCCAATGGTGATGTCAGCG
TTGAACTGCGTGATGCGGATCAACAGGTGGTTGCAACTGGACAAGGCACTAGCGGGACTTTGCAAGTGGTGA
ATCCGCACCTCTGGCAACCGGGTGAAGGTTATCTCTATGAACTGTGCGTCACAGCCAAAAGCCAGACAGAGT
GTGATATCTACCCGCTTCGCGTCGGCATCCGGTCAGTGGCAGTGAAGGGCGAACAGTTCCTGATTAACCACA
AACCGTTCTACTTTACTGGCTTTGGTCGTCATGAAGATGCGGACTTGCGTGGCAAAGGATTCGATAACGTGC
TGATGGTGCACGACCACGCATTAATGGACTGGATTGGGGCCAACTCCTACCGTACCTCGCATTACCCTTACG
CTGAAGAGATGCTCGACTGGGCAGATGAACATGGCATCGTGGTGATTGATGAAACTGCTGCTGTCGGCTTTC
AGCTGTCTTTAGGCATTGGTTTCGAAGCGGGCAACAAGCCGAAAGAACTGTACAGCGAAGAGGCAGTCAACG
GGGAAACTCAGCAAGCGCACTTACAGGCGATTAAAGAGCTGATAGCGCGTGACAAAAACCACCCAAGCGTGG
TGATGTGGAGTATTGCCAACGAACCGGATACCCGTCCGCAAGGTGCACGGGAATATTTCGCGCCACTGGCGG
AAGCAACGCGTAAACTCGACCCGACGCGTCCGATCACCTGCGTCAATGTAATGTTCTGCGACGCTCACACCG
ATACCATCAGCGATCTCTTTGATGTGCTGTGCCTGAACCGTTATTACGGATGGTATGTCCAAAGCGGCGATT
TGGAAACGGCAGAGAAGGTACTGGAAAAAGAACTTCTGGCCTGGCAGGAGAAACTGCATCAGCCGATTATCA
TCACCGAATACGGCGTGGATACGTTAGCCGGGCTGCACTCAATGTACACCGACATGTGGAGTGAAGAGTATC
AGTGTGCATGGCTGGATATGTATCACCGCGTCTTTGATCGCGTCAGCGCCGTCGTCGGTGAACAGGTATGGA
ATTTCGCCGATTTTGCGACCTCGCAAGGCATATTGCGCGTTGGCGGTAACAAGAAAGGGATCTTCACTCGCG
ACCGCAAACCGAAGTCGGCGGCTTTTCTGCTGCAAAAACGCTGGACTGGCATGAACTTCGGTGAAAAACCGC
AGCAGGGAGGCAAACAAGCTAGCGGAGCAGGTGGCGCTGGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCG
GGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCG
AGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGC
CCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACG
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ACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACT
ACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACT
TCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGG
CCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGC
TCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGA
GCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCG
CCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGCTAGCCACCACCACCACCACCACGTGTGAA
TTGGTGACCAGCTCGAATTTCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTT
GCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGC
ATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAAC
AAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGGGTACCAT
AACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGCATGCCGATACATGAGAATTAAGGGAGTCACGTTATGAC
CCCCGCCGATGACGCGGGACAAGCCGTTTTACGTTTGGAACTGACAGAACCGCAACGTTGAAGGAGCCACTC
AGCCGCGGGTTTCTGGAGTTTAATGAGCTAAGCACATACGTCAGAAACCATTATTGCGCGTTCAAAAGTCGC
CTAAGGTCACTATCAGCTAGCAAATATTTCTTGTCAAA 
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